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序翰
薬f那直物に任意の外来遮怯子を番人して , その 形質発現 により菜摘植
物に有用な形質を人工的に付尊する こ とは , 今後, 医薬品などの植物性資源
を開発するための強力な手段となる と考えられ る｡ こ の ために は , 植物に お
ける二次代謝制御の分子機構を解明し, 重要な 鄭剛直物に対して分子遺伝学
的操作 の方法を確立する必要があ る . そ こ で本給文 で は, 土壌細菌で あ る
Agroba cte riLi mを 馴 ､た薬 卿直物 の形質転換 によ る二次代謝活性の誘導発現
と
,植物ゲノ ム へ の外来過伝子導入と導入遭伝子の形質発現に つ い て研究し
[=.
まず, 細胞釧 紘 制御するこ と に よ るニ次代謝糸の 制御を試みた(第
-
部). )I/ピ ン糸ア ル カ ロ イ ド含有植物である マ メ 科 の セ ン ダイ ハ ギ 耶er m op
-
sis iupin oide s)とク ラ ラ(Sopjw B 伽 e s c eDS)の培発細胞に植物生長調節物質
を添加して緑色の細胞を謙導し, ルピ ン糸アルカ ロイ ドの 生合成を誘導した･
ま た, Agr oba cteriu m 申のRげ ラ ス ミ ド(ヱCX'tindu cingpla smid)ある い はTiプラ
ス ミ ド(1u m Orindu cing pla s mid)の 静思分化 に関与する遮伝子を導入して細胞
分化を制御し, ナス 科植物における ア ルカ ロ イ ドの生産と代謝に つ い て検討
した . 次に , Riプラ ス ミ ドとミ ニ T1プラ ス ミ ドを用 い る バイ ナリ
ー ベ ク タ -
糸を介して ジギタリス(Dl
'
gitalis pu7Pure a)とベ ラ ドン ナ(Atropa belado n n a)に
を デル避倍予を導入し, 効率の よ い外来遮伝子の導入と発現を確認し, TRプ
ロ モ ー タ - による埠 伝子の発現制御に つ い て知見を得た (第二部) ･ さ
らにこ れ らの技術を伺い て実際に べ ラ ドン ナに除草剤耐
の形質発現に つ い て研究した (第≡部) .
伝子を導入しそ
本論
第 - 部 細胞分化 とア ル カ ロ イ ド生産代謝の 関係に関する研究
植物の 二次代謝産物 の生産, 代謝経路甲発現ほ, 多く の場骨, 細胞 の
分化 に密接 に関与して い草1). そ こ で , 細胞分化を人工的に制御すれば , 間
接的に植物の二次代謝系を制御する こ とがで きると考えられ る . こ の試み と
して , ル ピ ン系ア ル カ ロ イ ド含有植物である マ メ 科 の セ ン ダイ ハ ギ (Ther-
m opsis hqn
'
n oides Link.)とクラ ラ(Sopho raj7av e s c ep wS O L A N DE RexÅ m v ar･
a ngLLghfolia KIT AGA W A)の 培養細胞 に植物生長調節物質を添加して線色の
細胞を誘導し, ル ピ ン系アル カ ロ イ ドの生合成を誘導した. また, 静官馴ヒ
に関与する遭伝子を導入して細時分化を制御し, ナス 科植物に 掛ナる アル カ
ロ イ ドの 生産と代謝 に つ い て検討した .
ル ピ ン系 ア ル カ ロ イ ドはLupin LLr属を はじめとする マ メ 科 の植物 に含
有されるquholiddin e骨格を持 つ 化合物の
- 群で , リジ ンか ら生食成される こ
と が報告さ れて い る2). L,upbl u S属な どで はル ピ ン糸ア ルカ ロ イ ドが の堵
養細胞 にお い て 生合成される こ と がWinkらに よ っ て 明らかにされて い る3).
そ こ で筆者は日本に自生する ルピ ン ア ルカ ロ イ ド含有植物であるS.fkw es 甜n S
およ びr.zki, wide sに つ い て脱分化状態の カルス を誘導し, 植物生長調節物
質の添加により, 細胞分化を誘導してア ル カ ロ イ ドの生産を検討した .
ベ ラ
を ,
る .
ナス 科 の タ バ コ(Nic otia n atabaq右脚 )はnic otin e等のp yridin e alkaloids凱
ドン ナ(Air opabellaLわn n a)はbyo s cya min eやsc opolamin e等のtropa n e a比aloids
ジ ャ ガイ モ(Solanu mtube r o s u m)はsolanine等のsteroidal alk oidsを含有す
こ れらの ナス 科植物にお い てAB7 VbaK:ぬdzL m中の Riプラス ミ ドある い はTi
プラス ミ ドの器官分化に関与する遺怯子の導入とそ の形質発現に よ っ て分化
を制御 し, 毛状根(h airyr o ot), 植物腫蕩(crow ngall),茎葉棟奇形腫(sho otyte r-
ato m a)を誘導し, それぞれ の組織 における ア ル カ ロ イ ドの 生産と代謝に つ い
て研究した .
第 - 牽 セ ン ダイ ハ ギ (Th即 mOPSis IUD)
.
n oid叫 に お ける植物生長
調節物質の漆加によ る培衆細胞の緑化と ル ピ ン系 ア ル カ ロイ ド生合成
の誘尊
セ ン ダイ ハ ギ(取eyy wpsisiupiT Wl
'
de s)ほ日本で は北方の海岸に自生する
マ メ 科終egti mi 棚 だ)の多年生草本で, 中国に 如 ､て ｢野決明+ として消炎,
老嬢, 催吐に伺 い られ ており4), ル ピ ン系アル カ ロ イ ドを盈常 に食んで い る
5)
.
こ の T.lupin oide s からすで に10種類 の]t,ピ ン弟ア ル カ ロイ ドが村越ら に
よ っ て単敵容れて い る 哨 . 掛 こ興味深 い 点ほ, T.lupin oidesには立体化学的
に鏡像俸の関係にあるspart8in骨格を持つ(＋)-lupa nin etypeと(-)･ a n aSyrin e吋Pe
のアル カ ロ イ ドが食まれて い る ことである(Fig.1). この T.lupi7Widesの種子
より腕骨化状態の白色カ ル ス , 緑色 カルス , 不発根を瀞卑し, ぞれぞ れ の親
織 に おけ る ア)i/労 ロ イ ドの 生産に つ い て 調べ た.
H 7
8
N
N
9 H
､
句
N
も
ヽ
8
1
7
N
ll
9 技
0 0
(＋)Jupanine
(6R,7 S,9乳11S)
(-)- a nagyrine
(7R, 9 R,l l R)
Fig. 且 T.iupif Wide sに含有され る ア)I,カ ロ イ ド
第 一 節 白色カ ル ス の 誘導
滅菌したT.hq)ip vide sの種子を植物生長調節物質のa u xinで ある2,4也chlo-
r ophe n oxya c edc acid(2,4-D)(1mgn)とcytokininであるkin etin(0･1mgn.)を含む Mu-
r a shige& Skoog(MS)培 肘)に置床し, 脱分化状態の カ ル ス 肝ig･ 6a)を誘導し
た . カ ル ス は約1カ月毎に新し い 培地 に移し換え, 25℃ , 暗所 に て総代培養
した. こ の 白色 カ.)Vス を諸濃度の植物生長調節物質を食むM S培地A , B, C,
D
,
E上(Table 1)に移 し換え, カ ル ス の 湿重量 の変化を調べ た と こ ろ , 放も生
長の速か っ た の は1mg^ の2,4+O とO.1mg^ のkine血 を含む培地Dに澄床した カ
ルス で あっ た (Fig.2). さら に培地Dに1 %co c o n ut mi1kを加え ると(培地F)カ
ルス の生長が促進され, 安定した. Co c o n ut miikほ糖, アミ ノ酸, myo -in o sito153
よ びcytokinin活性物質のphe nyl∬ e aやindole-3- a c edc a cidを含み, 植物の培餐棚
胞の 生長 を促進する例 が多い . しか し, こ れ らの 白色 カ ル ス に ア ル カ ロ イ ド
の 蓄積は認め ら れなか っ た .
甘able且 T. lupin oide sの培養に用 い た培地
Na m e Pla ntgr o wthr egu 一ator s
Au xin(mg4) Cytokinin(mgn) Other s
A
A
C
D
E
F
G
斑
‡
2
,
4
2
,
4
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2
,
4-:
- D
-D
+
D
2
,
4- D
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
kinedn
k inetin
kinetin
k inetin
R AP
B A Y
BA P
0.1
0.1
0.1
0.1
2.0
2.0
0.1
c o c o n ut milk l%
AgNO3 10mgn
AgN O3 10mgn
全て の 培地 は Mur asbige& Sk00g(MS)培地 と3 %s u c r o s eお よ びo.8% agarを
含む .
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･
de s白色 カ ル ス の 生長に対する植物生長調節物質の影響
第 二節 不定順の形成
第 一 節で 得た T.1upl
･
noidesめ白色 カ ル ス を培地D にて継代した後, 培地
A
,A,C, D , E(Tablel) に植え換え, 25℃, 暗所に て培養した . 2カ月徽 培
地A, A, Eむ羊移したカ ル ス に不定根伊ig.6b)が形成された Crab182)･
一 方,
2
,
4- Dを含む培地cとDで ほ不定根 の形成は全く認められなか っ た . マ メ 科植
物の種子 はa u xinやサイ トカイ ニ ンの 汲度によ らず, 不定根を形成し易い と い
う報告がある が10)お そらくT.1upl
'
x20ide sの 場合も内在的に根を形成し易 い性
質をも っ て い る と考えられる . 形成された不定根に ほ ア ル カ ロ イ ドの 藩構 は
認め られなか っ た.
Table 2 T. 1up血o I
'
de sの 白色 カ ル ス か ら の
不定敬お よび線色カ ル ス の 形成
培地 照明 不定根を形成 線色 カ ルス を形成 (＋)-lupanine
(20α)h/day)した カ ル ス 数 したカル ス数 の生産
A No 4/I8(22%) - -
B N o 5/19(26 %) - -
C No 0/17(0%) - -
D No 0/16(0%) - -
E- No 〟13(31%)
F Ye s - o/12(0 %)
G Yes - 12/12(1u)%) ＋＋
H Yes 12/12(100 %) ＋＋
第三節 緑色カ ル ス の 形成
節 一 節で得 たT. 軸血o 血 の 白色カ ル ス を培地D にて継代した後, 培地A,
B,a, D 渦 Fとcytokininと して 6-be m zy且amin opu rin e嘩A P)を加えたG, H(Table
1)に植え換え, 照明下(2 ㈱ 1x,16hr/day)に て培養した. 培地H にほAgN O,杏
添加した が , こ の AgNO, は エ チ レ ン活性を阻害し
11)
,
sho ot形成を促進する こ
とが明らかに されて い る12). 2 mgnのBÅpを含む培地G, 説に て線色 の カ ル ス
肝i基.6c)が得られたが, 培地A - F Tほ白色カ ルス が線化する こと ほなか っ た
cTable2). こ の ことから, 2,みDあるvlはkin e血 が カ ルス の 緑化を阻害する と
考えられる . 培地Hに植え換えたT.1岬gn Oidesの 白色の カ ル ス ほ,1 カ月聞は
培地Gの カ ル ス に比較して披い 線色を呈して い たが, その後壊死 ･ 褐変して
しまっ た ･ これ は周餐初期にはA卵0,の エ チ レ ン 阻藩の効果が現れたが ,級
にAgN O,が何らか の薗性を示したためであると考えられる ･ またT･lup
'
, 肋
の 種子から白色カ ルス を経ずに直接緑色カ ルス を誘導した . T. 王将in oides の
滅菌した裸子を1.0 mgn2,4-D,0.1 mgnBA Pお よぴ10 mgmÅgN O3を含む培地
Ⅰに澄床し,2週後に淡緑色 カ ル ス を得て こ れを培地Gあ る い ほH に移 し換え
た. 1か月以内に線色カ ル ス が得られた,
第四節 線色カ ル ス に おける(＋)-(岬 a mim ¢の 生成
第三節で得られた緑色カ)I,ス に ほ塩基性成分として1u押nineの番聴の み
が認められた . カ ル ス か ら抽出したアル カ ロ イ ド成分はG C- M Sと駁P LCに よ
り定性 ･ 定量した. カ ル ス における1up弧in e含有量ほ組織の chlor呼hyll含有慮
と正 の相関関係 に あ っ た伊ig. 3). すで にT.lupin oide s とク ソ エ ン ドウ (T･
chin e n sLg)に 如 ､て(＋)-(7S,9S,11S)1upanim e-typeと(-)-(7 R,9R,1 1R)an agyrin e･
typeの ア ル カ ロ イ ドが含有されて い る こ とが明らか にされて い る
… )
･ こ れ
ほ これ らの植物が鏡像体の関係にある アル カ ロ イ ドを生食成する能力を持 つ
こ とを示唆して い る . そこ で線色カ ル ス の 生産するIupanin eの 絶好配置を決
定した . 緑色カ ル ス か ら1upa nin eを抽出し, H PL Cに より単離した ･ 蝉離され
た1upa nheは正 の Cottor効果([0]222＋127 00)を示し, こ の億は標品の(＋)Jl野a n-
in eの Cotto n効果(【0]222.13000)に近似して い る こ と から , 線色 カ ル ス が卦化
した植物体 と同様に( 叶1ipa nin eを生産する こ とが明らか にな っ た ･
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Fig･3T.lupinoide sの 線色カ ル ス の(＋)-1lupa nin e含有量と
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第五節 考察と小結
T
.lupin oide sの 培養細胞 の白色カ ル ス , 不定根, 緑色カ ルス の うち , 線
色カ ル ス の みが(＋)-lupa nin eを食み , その含有盈がchlo r ophy11含有盈 と正 の 相
関関係にあ る こ とか ら, (＋[1up弧in eの 生合成活性の発現がcblo r ophstの分化に
密掛こ関与して い る ことが示された . また , 根の組織はア ル カ ロ イ ドの 生合
成に は関与せず, 貯蔵静昏として はたらく こ とが示唆された . WinkらもLu-
pilu lS腐植物に お い て1upa nin eの 生合成が線化 に関与して い る こ とを明らか に
して い る13･16). また, 1
'
t wjtT Dの根培養組織に1upa nin eやspartein eの生産能力が
な い こ とが示されて い る17). こ れ は本論文にお い て不定根に アルカ ロ イ ドの
番 が認められなか っ た こ とと - ･致して い る .
また, (＋)Jupa nin eがr lupin oide sの 線色カ ルス によ っ て生産される雌
-I-･･
の アル カ ロ イ ドである こと が初めて明らかにな っ た . - 方, 分化 した植物体
には(＋)-lupa nin e-type(6R,7S,9S,llS)の み で はなく , (＋)-lupa nin eと鏡像体の関
係 に ある(＋an agyrin e-type(7 汲.,9R,11 R)の(-)-a n agyrin e,(-)- cytisineな どが含有さ
れ る6f7･8). (＋)-lupa nin eほ4環性 のspa rtein e-typeの アル カ ロ イ ドの 生合成経路に
おける濃紫な鍵r･tP 間体と考えられ ており, pyrido n e-typeの a n agyrin eやcytisin e
等は1upa nineを経て 生食成され ると考えられる18.19.20). T.)upin o 1
'
de sの緑色カ
ル ス に お い て(＋)-lupanin eのみ が検出され , (＋lupa nin e,(-)-a n agyrin e†(-)- cytis-
irx5が検出されなか っ た こと ほ大変興味深 い こ とである . こ れらの 結果より培
養細胞内で は(7R,9R,I1 R)型の(-)-1upanin e,(-)- a n agyrin e,(-)- cytisin eの 生合成が
抑制されて い る かある い は(7 R,9R,llR)型の ア ル カ ロ イ ドの 分析が速い た め
に(6R,7S,9 S,llS)型の ア ル カ ロ イ ドに比 べ て蓄積さ れな い と考えられる .
第 二 章 ク ラ ラ(Sophora flave s o @ns)に お け る植物生長調節物質 の
漆加 に よ る培養細 胞の緑イヒと ル ピ ン系 ア ル カ ロ イ ド生合成 の 誘導
ク ララ(S呼hm laPa v e 3 Ce 7WS OL A N D 汲e xÅ m Nvar･α官u Shfolia 虹rT AG A W A)
は山野 に自生する マ メ科の多年草で , その根は苦参として殺菌, 駆礼 賛味
健胃剤として古くより使わ れて い る21). こ の 昔参から1889年, 長井に よ っ て
初 めて m atrin eが単離さ れた22). それから50年後の1936年にmatrineの 骨格構造
が津田 によ っ て 提唱され23･24), 合成に よ っ て 証明され た25･30). さら に奥田ら
によ っ て1966年に(＋)- m atrin eの 絶対配置が決定され た . ま た ,S.j7a ves c 朗 SVar.
a ngl∬tlfolkzとそ の類縁植物に おける m at血eの 生合成は柴田と三)Ti32), sch 批ぬ劉,
spen s erら34)8こよ っ て明らか にさ れてき た . 単離 したm atrin eある い は且ガa y 8 S-
ce nsbゝらの兼好由出物 に つ い て, 利尿作用21), 抗菌滑肘1), 抗潰藤作卿513 6), 抗
不正脈作用37)等の 興味深 い 薬理活性が確認されて い る . - 方, 古谷と生田は
S. Ea y e s c e n sの カ ル ス 培養を行い , カ ル ス で フ ラ ボノ イ ドである(-)- m a a ekiain
とpte r ∝ 訂pinの 生産される こ と を明らか に した38). しか しながら , こ れま で に
S.Pa v e s c e n sの 培養細胞 における ア)I,カ ロ イ ドの 生産に つ い て は不明であ っ
た . T. lupin oide sで は(＋)-lupa nin eの 生合成が細胞 の緑イヒたより浄導されたの
で
, S･J7a v e s c ens に つ い て も線色 カ ル ス の 誘導を試み, 緑色カ ル ス とmuldple
sb00tを得, こ れらの アル カ ロ イ ド生産を鯛べ た .
N
N
m an n e
ヽ 勺
N
0
N
5
,
6-dehydrolupa nin e
Fig. 4 S.j7av e s c e n sに含有され る ア ル カ ロ イ ド
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第 - 節 線亀カ ル ス の蘭堵
S.jta v e s c e n sの発芽体(発芽後且0 - 且4別の切片を渚漉皮の植物生長調節
物質を食むMS培地Cr 地3)上 で照明下 にて培養し, 線色の カ ル ス を誘卑した
(軸 . 軌 この とき, 触蘭発芽体の上肢軌 ;軌 予衆を切片として伺 い たが,
上肢軸が線色カ ルス とm ul軸1csh00毛の形成 に敬も適して い た . そ こ で こ の 上
肱軸におけ る線色 カ ルス の形成に対する弧 血 とcytokhinの影響を調べ たCrable
3). Åuxinの 有効漉庶は1- n aphthale n e a c e鮎 acid(NÅA)で ほ2.Omdl, 4-dichlo r か
phe n o xya c eぬ a cid(急き4-”)で ほ1.0あ る い ほ之.Omが であ っ た . cytokininのBAPは
1.0ある い ほ2.Omgnで有効であ っ た . こ れ らの漁魔の組合せ にお い て全 て の
肱軸切削こ線色 カ ルス が形成された. cybkininとしてkin e血 を添加した培地
では線色カ ル ス の形成は混められなか っ た 中
津曝された線色カ ルス はパ ラ 7 イン フ ィ ル ム のN O VⅠ汐 で潜射されたプラ
ス チッ ク シ ヤ - レ内で は安盤に維持され, 3週間で湿霊獣 .5 - 2.0倍に生渡す
る . と こ ろ が, 線色 *)レス をアル ミ ホイ ル で密閉した三角フ ラ ス コ内の 同 じ
培地 に移し換え る之 - 3日で褐変し始める . - 般に, 光合成能力のある植物
培発細胞を維持するために酸素分圧を低下させる こ とが有効である が叩 , S.
pa v e s c ep wの場食にも増発シ ヤ - レを密封する こと により容静内の酸素分圧
が低下 し, 線色カ ルス の維持に過した状態にな っ たと考えられる .
ll
甘汲馳且e3 S.jia v e s c e n sの 上肢軸切片 に 捌ナる線色 カ ル ス の
形成に対する植物生長調節物質の影響
Atlkin (mgn)
Cytokinin
(mgn) N ÅA 2,4- ”
2.0 1.0 0.1 2.0 I.0 0.1
B A ㌘
2.0 30β0& 8/30 0J21
(100)b (26) (0)
1.0 13/15 4/14 0/14
(87) (29) (0)
0.1 6/14 0/14 0/14
(43) (0) (0)
E3n e丘n
且2/15 17/17 8/14
(80) (1 00) (57)
4/15 15/15 10n5
(27) (100) (67)
5/16 9/14 1/15
(31) (64) (0.7)
2.0 Ⅳ15 α14
(0) (0)
0.1 0r20 ono
(0) (o)
a)線色カル ス を形成した上肱軸切片の数/実験に用 い た上粧軸切片の 数.
b)全上肢軸切片の 中線色カル スを形成 した上拡軸切片の パ ー セ ン チ - ジ .
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第 ニ節 Mu8tip!¢ sho ot の 形成
s.j7a vesc e n sの 発芽体(常芽後10- 14日)の 上肢軸切片を渚浪庶の植物生
長調節物質を含む MS培地(甘abie4)上で照明下 にて培餐し, m ultiplesho otを誘
導した.1.0ある い ほ0.1mgnのNAÅと1.0あ る い は2.OmgnのBAPを含む培地 に償
床した肱軸切片に細か い茎紫が飽食した形 の m ultiple sho ot(Fig.6i)が形成さ
れた(Table4). 形成されたm ultiple sh00tは , 肱軸切片の切口から緑色カ ル ス
を伴 っ て形成され た . Muはple'shc otは カ ル ス に比較して低 いN AA浪度(o.1
- 1.Omgn)の 培地 で形成された . 2,4- Dを含む培地 で はm ultiple sho otの形成が
全く認め られな い こ とか ら, 2,4-D の添加は且 肋 ves c m sにま如ナる m ultiple shoot
の 形成を阻害する こ とが示唆された .
甘ab且e鵡 S.Jla v e s c e n sの 上肢軸切片における m ultiple sho otの
形成に対する植物生長調節物質の影響
⊥
Cytokinin N A A 2,4
- D
(mgn) a.0 1.0 0-1 2･0 1･0 0･1
BA㌘
2.0 0/3伊 12/31 7/21 0/15 0/17 0/14
(0)b (39) ･(33) (0)
1.0 0/15 0/14 5/14 0/15
(0) (0) (36) (0)
0.1 0/14 Ⅳ14 1/4 0/16
(0) (0) (0.7) (0)
K in e血
2.0 0/15 0/14
(0) (0)
(0) (0)
0/15 0/15
(0) (0)
Ⅳ14 0/15
(0) (0)
o.1 0/20 0/20
(o) (0)
a)m ultiple sho otsを形成 した上肱軸切片の 数/ 実験に用 い た杯軸切片の 数
b)金杯軸切片中m ultiple sho otを形成 した上駄軸切片 の パ
ー セ ン テ ー ジ
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第 三節 緑色カ ル ス に お け る m atrin¢の 生成
第 一 節 で誘導 したS. Ea ye sc ensの 線色カ ルス からア ル カ ロ イ ド分画を抽出
し, G C及びG C- MS, H P LCによ り分析した . 線色 カ ル ス に はma血 昏が唯 - 噸
出可能なアル カ ロ イ ドと して蓄積されて い た. m a血 eはG C-MS分析にお い て
m/z248(M＋),206,205, 150,9L8,96の フ ラ グメ ン トピ ー ク を与え, 標品と - 敬
したこ とか ら同定 し た. その 含有量 は分化した植物体における含有魔 の1/1()0
- 1/10 0で あり, 組織 のchlo rophyll含量と正 の 相関関係 にあ っ た(Fig. 5). ア
ル カ ロ イ ドを生産しな い褐色の カル ス(Fig.6 d)から誘尊した緑色 の カ ル ス に
もm atrirEが蓄積されて い た . こ の こ とか らs.Ha v 8 S ae n Sにおける matrまrE)の 生食
成活性の発現がク ロ ロ プラ ス トの 分化 と寄掛 こ関与して い る こ とが示唆され
た .
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Fig･ 5 S･ Pa v es c e TLfの線色 カ ル ス に おけるm atrin e含有量 と
血1o mpbyll含有量 の関係
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第四節 Muほ盲ple sho朗 に お け る ア ル カ m イ ドの 生成
第 - JA - 節で諦曝したS.J7a ves c e n sの m tlltiple shootに はm atdn eと5,6･dehy-
dr olupa nin 昏軸 nagyrin¢の番磯が憩められたcTable5). こ れらの mbldple sho ot申
のrrntFぬ¢と 舶 珊 phyllの過度は線色カ ルス 申の液庶 よりとも に数倍高かっ た .
特にcelllin 昏 n O.1は茎紫が よく発達して おり, chlo r ophyn の含有濃が高く, ア
ル カ ロ イ ドの含有澄も高か っ た. こ の こ とからm a血 eの 生食成は組織の緑化
により誘導され, 5, 紬 ehydr如pan払eやa n a脚注n eの 生食成悟性が発現するため
にはさ らに叢発の分化する こ とが不可欠である こ とが明らか にな っ た.
r
F汲甑漫eS S.jta v e s e e n sの m uldple sho otに含有されるアル カ ロ イ ド
Celllin e Pla ntgrowth Co n c e ntr atio ninTiss u e(けg/gfre shw eight)
regu ratO rS
(mgm) Chlorophyll M魚油 8 5,6･Dehydrolupa nin e Anag yrine
及 B A P(之.0) 297 173 31.8 118
N A A(1.0)
急 B ÅP(2.0)
ⅣA A(0.1)
107 29.2 14.8
3 B AP(2.0) 128 17･5 n･d･
a)
N A A(1.0)
BA Y(2.0) 151
N A A(1.0)
31.4 tra c e
16.5
n .a
ll.8
a)Notdetected.
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第五節 考察とか措
こ の よ うに , S. 曲 y 6 S G 6i3Sにお い て ア ル カ ロ イ ドの生食成上かなり初期
の段階の重要な中間体と俊定され て い るm a血 ¢の生食成朗血且孤 )PkLStの形成と
密接に関与して い る ことが明らか にな っ た . 線色*)レス から得られる アル カ
ロ イ ドがm atrin eの みである の ほ, 器官分化 して い な い カ ルス で はma血 eを
換する能力が欠損して い るためである と考えられる .
#
ある程度分化の進ん だm uld@e sbotほ根は形成されて い な いカ%m atrheと
同時に5,6 血y血dtlfn nineやa n agydn eを線色カ ルス より高液酸で嘗構して い る .
こ の 事実は, 異な っ た炭素骨格の形成を経て生成され るm atdn か呼野 とaxlagy-
rin e-ty peの ア ル カ ロ イ ドの 生合成が , S. 曲 y e sce DS にお い て異なる分化の段
階で制御される こ と を示唆して い る . 特に5,6 J8妙血dupanin8の 生産は生合成
の見地から大変興味深 い ｡ こ の5,6-dehydmlupa血 eはa n喝yrin e-typeの ア ルカ ロ
イ ドの 生合成過程の鍵中間体であると考えられ て い るが , 分化 した植物体で
はm atrin eやa mByrin eな どが湿重量当り1 - 2mdg含有され る の に対 して5,6-dか
hydr olupanheは微量含まれ るの みである . m u坤1e sh00t中 に5,6-deh)血olupan-
in eが an agy血eと共に蓄聴されて い る こ とはm u坤Iesho otに5,6-dehydfOlupanin ei
を経て , an agyrin eを生成する能力のある ことを示して い る .
実際に生薬として使用されるS. na y e s c e n sの 乾燥根には高波庶のm abine N_
o xideが含まれ て い る が , 本論文で得られた培養組織からほm abin e,N_oxi血ほ
検出されなか っ た . こ の こ とから , 根 はル ピ ン系アル カ ロ イ ドの 貯蔵と変換
の場と して 二次代謝 に園与して い る と考える こ とができる .
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Fig.6 T. tupinoEde sとs. ｡伽 v e s c ens の 培養組織
a:TI LupL
'
m oiぁ の白色カ ル ス . b: T. Lupin oidesの不定札 c:T. LupbLOidesの 緑色 カ ル ス
d:SI Pa ves ce nsの褐色カ ル ス , e:SI Pa vesc en sの線色カ)I,ス , f:S.J7a v esc en sの m ultiple sho ot
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第三牽 ナ ス 科の ア ル カ ロ イ ド含有植物のhairylr o ot, c ro w ngaII, sno oty
t即 atO m aに お ける ア ル カ ロ イ ドの 生産と代謝
器官分化 に関草する遺伝子の番人に よ っ て ナス 科植物の脊形種を誘導
し, ア)Vカ ロイ ドの生産と代謝につ い て概要すした 噂入したのほ土琳附勘 紳 抑
申に存在するTiプラ ス ミ ドとRiプラ ス ミ ドのT-DNA である .
Ri(エ00tindu cing)プラ ス ミ ドはAgobB細 血 m th,
'
E Oge D e S申に存在し, 毛状根
(hairy r 00t沖多くの双子来聴物に引き起 こす. こ れほRiプラ ス ミ ドのT- D NA
Qtr ars飴 聡 dD NÅ)と呼ばれる特定のD N Å断片が植物ゲノ ム の 申に組み込まれ ,
発現するためである40). Hairyr o otほ植物生長調節物質を添加しなくても旺盛
に生成する . HaiTyr O Otによ る二次代謝産物の 生産に つ い て多く の報告があ
るヰ1-44). アル カ ロ イ ドを生産するhairyr 伽沈 - の霊水素で ラ ベ ル した前駆体を
投与する生食成案験も報告され て い る45). Hairyr o otに おけるアル カ ロ イ ド生
合成に関与する酵素に つ い て の級瞥もある46). Hairyro otは生長も速く, ある
二次代謝産物にお い て は盛唐成の能力も商い . しかしなが らこ れまでhaky氾 Ot
から得 る こ との できた産物は釧ヒした樽財体の視で督通に生産される物質をこ
限られ て い る. 牽 こ で, 元き剛直物の緑色の部位で生食成される代謝物を生産
させ る た 捌こは改変した宅状楓 例えば線化した毛状根ある い は形質転換し
て得られる茎発機密形鹿(sho oty terato m a)を伺 い る必要がある .
ABrVba c･km
'
u mtu mefad6 nS申のTi¢um or _indu cing)プラ ス ミ ドほ細菌の感
淡部位に脱分化状態の植物膿癖cro Ⅷ911を引き起 こす. こ れも植物の核DNA
にTiプラ ス ミ ドの約20 kb のT-D NA断片が組み込まれ て発現する ため である
仰
. このT-D NAに少なくとも3つ の 腫癌の形成に不可欠な遺伝子座が存在する
こ とが明らか にされて い る . こ れらはgen el,ge n e2, ge n e4である . ge n elと2
の転写産物に よ っ てa u xhが合成され, ge 捉4 の転写産物によ っ てcytoki血 が合
成され る . こ れらの植物ホ ル モ ン が植物の細胞内で合成される こ とによ っ て
脱分化状態の cr o w ngallが形成される4S). こ こ でa u xinの合成 に関与する遺伝
子を失格させ たTiプラス ミ ドを用 い て形質転換を行うと植物細胞内のcytoki-
ninの 相対慶が増加する こと により茎葉の分化したsho otyter ato m aの形成が期
待され る .
そ こ で , ナス 科(sola n a c e a e)の ア ル カ ロ イ ド含有植物であ る タ バ コ(N)
'
-
cob
'
a n ataba c 打m), ベ ラ ドン ナ(jibvpabelado n n a), ジ ャ ガイ モ(Sola n u mtube m
-
s u m)に お い て Tiある い はRiプラ ス ミ ドによ る形質転換によりcr ぴ〝ngal,sho成y
ter ato m a
,
hairyr o otを作出し, それ ぞれ の アル カ ロ イ ド生産とこ れらの塩基性
成分 のbiotr a n sfo r m atio nに つ い て検討した.
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第 一 節 ベ ラ ドン ナ(A. belladonn a)の 形質転換体
ベ ラ ドン ナ(,A. be]1ado D n ai.)はbyo s cyarnin 8やs c opolamin eな どのtr opa ne
alkdoidsを生産する . Agr opin e-typeの 野生型鮎 プラ ス ミ ドであ るpRi15834をも
つ AgTOba ckm
'
LL127とJA. beLFadon na の リ ー フ ディ ス ク を共存培発して形質転換し
hairyrootを誘導した . A.bellado D n aのsho otyter ato m aほA.tu m efa 血 s(pG V2 215)
によ っ て誘導した(Fig.9a). pG V22 15は w opin e-typeの Tiプラ ス ミ ドpTiB 6S3
の T- DN Aのge n e2を変位させ た もの で タ バ コ のsh00tyter ato m aを引き起 こす
こ と が明らか に され て い る49). またn opaRn e一世peと ∝tophかtyPeの 野生型Tiプラ
ス ミ ドpTiC58とpTiB6S3によ
Clafor a n㊤200mgnを添加した
て培養した. ま た, sho otyte
培地 で培養した.
つ て cr o w ngallを誘
Ga mbo rgのB5(B5)ち
r ato m aicr o w ngal i
A.bellado n n aのh airyr o otほ7日
導夢した.
地50)で
除菌奄
拷
.は
間で湿蕊慶当り0.
生産 し, 0.8 6mgAを培地中に放出して い た . こ の儀
誘
除
'
を導 し
:蘭後,
0.8 %.
た
甲
ag級,
hairy r o otほ
ヨ所 ,25
o
C に
a r%%&B5
し14mg/gのhyo
は報告され て
scya min eを
い る億と ほ
ぼ等しい51). ア ル カ ロ イ ドはba女yr o otの 組織内よりも培地申 に高波皮で番磯
されて い た ･ 一 方, pGV 2215 で誘導したsho otyte r ato m aはアル カ ロ イ ドを全
く生産しなか っ た .
Sho otyter ato m aに おけるhyo s cy amin eの 蕃構と物質変換の能力を調べ る ため
にsho otyter ato m aをhyo s cy amin eを添加したB5培地で培発した. Fig.7にみ ら
れる ように, 培地中のhy岱 聯 血rx,の 膿熟ま 一 日で初膿庶の10 馴こ減少し, sh 叫
ter at- a中 の 濃度は増加した後に徐々 に減少した. Hyo s cyamin eを添加して か
ら7日後と14日後のsb00tyte r ato m a中の ア ル カ ロ イ ド分画をG C に より分析し
た ･ こ の ア ル カ ロ イ ド分画には添加したhyo sq amir tの0.25 % 8こあたるs copla-
min eが検出された･ こ れらの結果からA . bellado n n aの sho otyte r ato maに はby-
o sqa mirB を蓄積し, 酸化的にsc opdamirEに変換する能力のある こ とが示され
た .
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(A) E汲 も曽 訂観取o 弧 汲
甘 3
盛
儀 怠
息
毒領
¢
0 鵡 昏
Time(ぬy)
認
許
登記
:g
毒瑠
¢
(迅) 瓦弧 胡乱 e嘘且w m
¢ 格 6
Tim¢(day)
野孟欝♯ 7 A. b81iado g2n 題のsh00tyter ato m aによ るhyoscya min eの取り込み
緋 伽 gのSh00那 脱 ぬm aを3 %su cros8と2mgnhyoscyamin絶 食むB5液体培地(pH5･7)で培餐
し組織と培地申の アルカ ロ イ ドを分析した.
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第 ニ 節 タ バ コ(”. tab題だu m)の 形質転換体
N. iaba c u mのhakyr wtを野生型Riプラ ス ミ ドpRi15834とp汲i8196によ っ
て誘導した .Sh00tyteT atO m a肝ig.9b)ほ それぞれn opalin ¢-typeと ∝topin かtypeの
Tiプラ ス ミ ドのge n e2を変異させた卵V3845とpG Ⅶ215によ っ で誘導し,cr o v m
galほ 野生型Tiプラ ス ミ ドpTiC58とpTiB6S3によ っ て誘導した .
Hairy m otたnic o血e aikaloidの 生産が認められた. Sh仰tytCr atO m aやc r o wn
gallにはア ル カ ロ イ ドの 生産ほ認め られなか っ た. そ こ でN. taba c t mのhairy
r o otとsho otyter ato m aの 共存培養に よ る植物体の再構成を試みた. Hairyr 仰t
とsho otyter ato maをB5培地を入れた同 一 の シ ャ ー レ内で堵発した. こ の結軌
h airyr o ot中と培地中の ア ル カ ロ イ ドの漉庶は減少し, shooty 臨r atom a申の ア
ル カ ロ イ ドの浪皮が増加して い た肝ig. 8). sh00ty 紐r atO m a申で はnor nic otine
の 濃度が増加して い た . こ れらの 結果からN, taba c u mのsho otytera･to m aに は
nic otin eを嘗構しnomic otin eに変換する能力のある こ とが明らか に な っ た.
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′
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ヽ
*ヽヽ
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Fig･ S N. taba c u mのh airyr o otによ るア ル カ ロ イ ドの 生産と
sho otyter ato maによ る ア ル カ ロ イ ドの 取り込み
a,b:hairyr 00tの みを培養したもの(3 日後, 14 日後)
c, d:hairyr00 tとsho otyterato maの 共存培養(3日乳 14日後)
M D:培地, H R: hairyr 00t, ST: sho otyterato ma
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第三 節 ジ ャ ガイ 驚(鼠 tub@ ro ぶu m)の 形質転換体
温 tubem tm mの塊茎鱗片をTiある い ほ鼠げ ラ ス ミ ドをもつ 触 bacten
'
um
に よ -3 て 感激した . h 盛Tyr OOtほ酵i15834 に よっ て , cT O W ngal且はpTiC58 によ っ
て軸 ㈱ty隠r atO m 盈は抑皇C58の甚en e之の挿入変輿であるpG V31 2に よ っ て誘導し
た(P
,ig.9c).
Hairyro o鵬 ste r o呈dai 曲 alo豆dのs olanin eとcha c o ni eをそれぞれ湿重患当り
約0.1mg/苗生産してレもた . こ れらの ア)Vカ ロ イ ドは培地中 に蓄積 さ れてお り
組織には潜構されて い なかT3 た . - 九 c 和 W n苫anとsho otyter ato m aにほ ア ル
カ ロ イ ドは含まれ て い 恕か っ た ｡
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1 A.be))ado t m aのpGV 2 215
に よ る形質転換体
く N. zaba czu z)のpG V 3845
によ る形質転換体
1 S
. Eube r v sum のpG V 3 13 2
によ る形質転換体
F王g･ 9 ･^ beZtbdo n fZa. N1 1aba c um , SI Eubero s um の sho o tyte rato m a
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務田節 馨療とか橋
形紫蘇換に よ っ で ナス科櫨物の 胤 地 政淵朋題, N. 細ba c u m,S. 如be m s L m
の形態的に輿なる組織を浄曝し, 骨れぞれの敵組に 馴ナるアル カ ロイ ･ドの 生
食成と物質変換の能力を調 べ た書 こ れらの植物種ほ 紳 の感汲を受
け易く, 甘abl昏良に示ずようにそれぞれh軸 ‡収粍 cTO W n名札 sho o呼te r ato m aを
形成した . こ れら3つ の植物機会てに凄紬､て曲E W Oのアル カ ロ イ ドの生産は
hairy m o宅で の み敬められ声 甜OW n農anやsh伽 呼臨 地 maで ほアルカ ロ イ ドの 生
産は敬められなかy3 た卦 しか しながらぬooty随T atOm aにほア ル カ ロ イ ドの藩
磯と観偲的変換の能力 のある こ と感官明らかにな っ た . 胤 b6肋do DEZ &の sho oty
もeT atO m aに ほ払yo 駆yamin 8からs 駁OPO且弧 血8 へ の, H. 臨b&c w2の地o o砂 地 m aに
ほnまeoぬ尊からno m奴 ぬe へ の変換能力のある 己 とが明らかにな っ た(Sche m e1,
2). これ らの結束ほこれらチス科の アル舟 ロ イ ドカ 触 w oで観で生食成され,
紫に輸送され争 番機番れ, 敵柁的変換密受ける こ とを示唆して い る .
伽 pa n 欝 ai 姐oiぬに 恐 い で はhyos cya min 昏から 鰍 hydro xyhyoscyamin e'を経
てs 肋PO呈amin 昏へ の 変換静来が 恕 ヨ ス(HyoscyamzLg22ige T)の噂餐楓から単離さ
れ52), 分子数物学的研兜が始ま っ て い る53).
JA卵 ba c紐m
.
u mのTiプラス 竜 ドによるshooty紐raめm aの潜導が い くつ か の
植物磯につ V､て 轍懲きれて い る滋 伽 B), sho o呼紐T a伽 旭 に 如 ､て ニ次代謝産物
が盤渡される例は顔恕甘脚 鳩l). しかしながら二次代 継 物の生合成と物質変
換の能力をも甥 醜 ㈱ty紐raio m aは, 分イヒに閑適した生食成の制御野分子機構
の研究の ための有周な発となる と考えられる .
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甘盈 抽 6 ナス 科膚静のAg21Dba c& m
'
u m争 によ る形質転換と
ア ル カ ロ イ ドの 生産と物質変換
Plantspecies Cro w nga11 H airy爪 氾t Sno otyter ato m a
Trans.
a Pr od.
b
Tr a m s. Pr od. Tr a n s. Pr od. Bioir a n S.
a
A . belladonn aYe s N o Ye s y㊤s Y¢s N o Ye s
pTiC 58 pR i15834 hyo scya min epGV 2219
pTiB6S3
N. tabac um Ye s No Ye s Ye s Ye s No Ye s
pTiC 58 pRi15834 nicotin e, pGV 3845
pTiB6S3 pRi8196 no micotin e, 郎V 22 15
an abasir)e,
anatabine
s. tube T O S U mYe s No Ye s Ye s Ye s N o ”.D .
a
pTiC58 pRi15834 s olanin e, pGV3132
cha c o ni e
a
Ge n edctransfo r m atio nwith TiandRiplas mids.
b
pr odu cdo nofakaloids.
c
Biotr an sfo rm atio n of al k aloids
a
Notdete r min ed.
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第 ニ 部 草周植物 ヘ の モ デ ル 遺伝子 の 導入 と発現 に関す る 研 究
薬用植物 に任意の外来遺伝子を導入し, 安定 に発現きせ る糸を確立す
る ため に , 重 要な薬周植物である ジギタリ ス(D igitalispu rpu r e a)と ベ ラ ドン
ナ(Airopabelld d,n n a)へ の , Riプラス ミ ドとミ
L
= Tiプラ ス ミ ドを伺 い たバ イナ
リ ー ベ ク タ ー 系に よ るモ デ ル のキメ ラ 遺伝子め導入と形質発現に つ い て研究
した .
第 - 部で も述 べ た ように , Ti?･Riプラ ス ミ ドは , 土壌細菌Agroba cteriLu n
に含まれる約200kbの 巨大プラス ミ ドで , それぞれ植物巌癌cr o w nga11と宅
状根hairyr o otの 原 因とな る . Ti, Riプラ ス ミ ドの T- D N A領域が植物ゲ ノ ム に
組み込まれ, 植物細胞内でT- DNA上 の 遺伝子群が発現し,こ れ らの病徴が現
れ る40･4 7). こ の T-D N Aに は
, 植物の 形態形成 に関与する適任子と, アミ ノ酸
とケト駿ある い は糖 との縮合物であるopin eの合成過伝子が存在する . Agro-
ba cte riu mはTi
,
Riプラ ス ミ ド上 に細菌内で発現するopin e分解酵素避鯨子をも
ち
, 結果的にAgrhaaerhL m蔓草, 感興した植物細胞に自己の優先的に利月柁 き
沖･A
る物質を生産させ る こ とにな
一息. これ は遺伝学的植民地化とも呼ぼれて い る.
こ の opin eの存在ほTi,Riプラ ス ミ ドによ る形質転換の マ ー カ - となる .
T-D N Aが切り出され, 植物ゲノ ム に組み込まれる ため に ほ両端の25bp
(ある い は24tp) の境界配列が不可欠である が, 境界配列の内側は他の配列
に取り替えて も植物ゲ ノ ム に組み込む ことがで き る. こ のT･D NA の切り出し
と植物ゲノ ム へ の 組み込み に は , Tl, Riプラ ス ミ ド上 の ViI領域 に存在するVir
遺伝子群の働き が必須である. こ の Ⅶ 領域は異なる分子上のT DNA にも働く.
こ れらのV ir領域とT- DNA の境界配列 に お い て , TiとRiプラ ス ミ ドで は高い 朝
岡性を示し, 互 い に その 機能を交換する こ とが できる62),
これ らの事実に基づ い て 開発されたの が バイ ナリ ー ベ ク タ ー 系で ある
(Fig･12a)･ こ の 方法で は , 広宿主域複製起点をも つ ミ ニTiプラ ス ミ ドに外来
遺伝子を境界配列で ほ さみ , T- DNAを構築する . こ の ミ ニTiプラス ミ ドをvi,
領域 のあるTiあ る い は鮎 プラス ミ ドをも つAgr oba cte rbL mに接合 に より導入 し
て植物を形質転換する と, ミ ニ Tiプラ ス ミ ド上 の 外来遺伝子を植物に導入す
る こ と が で きる . こ の 方法でViI領域の みをも つ disa m edTiプラ ス ミ ドを伺 い
る と
, 外来遺伝子の導入 され た植物細胞から正常な植物体を再生する こ とが
で きるが, Tiプラ ス ミ ドに よ る形質転換で は形質転換体の選抜と個体再生 が
困難な薬用植物も多 い . こ の ような植物種に対し七はR iプラス ミ ドの使周が
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有効である と考えられる . Riプラ ス ミ ドを伺 い る バ イ ナリ - ベ ク タ ー 糸 で は
Riプラ ス 篭 ドのT-DNAとミ ニTげ ラ ス ミ ドの T-D N Åの両方が組み込まれ た ク
ロ - ン が商頻度で得られ る63-66). 特 にhairyr o otで有用 な二次代謝産物を生産
する ような植物磯で は , hairyr 抑tに 掛ナる物質生産を遺伝修飾すると いう点
からも こ の 方法はきわめて興味深い ｡
本来験で 剛 ゝたpRi1583岬 各10)iま, o由摺 としてaw 甲奴 とnn 皿q)he(軸 11)
を植物細胞に生産きせるagmp奴呼野の 野生蔑扱げ ラ ス ミ ドである. こ のpRi15834
はV免償域と2つ のT B Mすなわち 取 ･訪NAと乱 心NAをもつ . 取 m Aには咽のPirE
合成酵素避倍苧とauxin脅威酵素適任子が存在する . また, T L-DNAが出血yr wt
の形態形成に必須である ことも明らかにされて い る67).
- 方, 菟 ニ Tlプラ ス 篭 ドには, β- 如 t m由dase遮伝子(伊S)とkar n m ayd蛸 m)
耐性を仲冬するn 紺 myCinpho ゆotr a n sferas e遺伝子(n eゆの 二 つ の キメ ラ遺伝子
をT-D NAに食むpG S Gluc とp恐Ⅰ121(ng12姥 馴 ､た . pGS Glu clで ほgus とn e o
が骨 れぞれTiプラ ス ミ ド由来のT汲諾プ ロ モ - タ - とT Rlプ ロ を 一 夕 - の 削籾
を受けて い るが, p別121で軌 gぴS がCa ul皇no w e r m o s aicvir u s(CaM V)の35Sプ
ロ を - 夕 - の 制御を受け, n e oがTげ ラス 竜 ドの n opalin e synthas eプ ロ モ - タ
- の 制御を受けて い る .
こ れらの 竜 ニ Tiプラ ス ミ ドをpRi15834をもつAgrha cte rhim に導入し, こ
のAgroba cte riu mtD.pu7Pu r e aおよ ぴA.belia血n n aのり
- フ デ ィ ス ク を共存培
餐して形質転換俸を得た. 得られた形質転換hairyr o otヰこつ い てRiプラ ス ミ ド
に由来するcpirx5の検札 ゲノ ムD NA のサザ ン ハ イプリ ダイ ゼ - シ ョ ン及びβ
瑠1ucuro nida s e(G US)とn e o mycinpho sphotr a n sfer a s e(N F r- Ⅱ)の酵素活性を測定し
て爾遺伝子 の発現を調べ た. さらにgu 5遺伝子の発現を組織化学的に観察し
た .
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うぅ
第 一 章 ジ ギ タ リ ス(Dig]
'
tal)
'
s pu rpur@ 題)へ の 竜 デ ル 過徳子 の 噂Å
ジギタリス(E)igitah
'
spu2PZHe 題L.)およ びケ ジギタリス(a.1m 幽 Ehth.)ほ現
在最もよく償わ れる薬用植物の 一 つ であり68), 骨 の乾燥紫はそれぞれ強心
配糖体であ るdigitoxin,gito xin及び1an atpside,digo xinな どを食み , 強心利尿
薬として伺 い られて い る . こ のDigitaZI
'
s属に 掛ナる組織堵餐と*)レスから
の再分化, 培養組織 における強心配糖体の 生産と物質変換につ い て ほ多く
の報告が有 るが6?), 外来遺伝子の導入 と発現 につ い て は報告がなか っ た .
こ のような重要な薬用植物に外来遺伝子を効率よく噂入し, 発現させ るこ
とがで きれ ば二次代謝系の分子遺 僻 的改変が可能にな ると考えられ る.
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蘇 - 節 形質転換
ミ ニ Tげ ラ ス 竜 ドpG SGlu clある い ほp別121を申pa 柁 ntalm ating法 によ っ
で野生悪法の 汲iプラ ス 竜 ドpRi15艮34をも つ Agmba cte n
'
u mに導入 し, こ の Agro -
bach5m
'
u mとD.p王将 W 8aの リ
- ブ ダイ ス タ 郎旨存培発する こ と により形質転換
を行 っ た . 2 - 3過級, 細か いhdryro otが発駅に形成きれた . こ れら の根を切
り取り, 2Ⅸ)mgnのC 肋and'を食むGa mb耶 B5寒天培地で培養してAgoぬ虎 血m
を除 い た .
pG S Glucl糾‡葺い た実験で ほ38 タロ
- ン申10タ ロ J / が50mgnのkm を含む
培地土 で 生成した . こ の10 タロ - ン のうち6 クロ - ン にopin eの生産が認め ら
れ , 4 タロ
- ン にGUS活性が観められた . こ の4タ ロ - ン
.
0)うち生長の速い2
タ ロ - ㍗(臥 G之桝ニ 別 -て さらに相姦した. - 方, pBI121を 馴 ､た実験で
舶 m 耐性の選抜は行 わず, opin eを生産しG US活性を示す3 タロ - ン(B2,B4,
B之0)に つ い で さらに摘馨したCrable7).
r
T免ble7 pRi15834と蚤 ニ Tげ ラス 茸 ドをもつ A. 血1
'
E Oge D e Sに よ る
D.p 叩 脈 &の形質範換
Nu mbe r of hairyr o otclon es
Veeぬr
Total Km R/total Opine(＋)/ GUS(＋)/
Em R o rtota1 0pin e(＋)
pG S Glu c1 38 10/38 6/10 4/6
pBI1 21 27 8/27 3/4
3う
第 ニ 節 形質転換体中の op
'
m e輯 の 棉出
選抜した生長の速 い5 クロ ー ン のD . purpu r e aの形質範換hairy托 氾t(ク ロ
ー ン
G l,G21,B 2,B 4,B 20)すべ て が坪i15834の Ⅷ 領域 に由来するopin eである喝rOPin e
とm a n n opin eを生産して い た肝ig. 13). こ れらの opin eの 生食成酵素過伝予ほ
Riプラ ス ミ ドの TR-D N A上 に コ ー ドされ て い る ため(Fig. 10), こ れ ら5タ ロ -
ン に は少なく ともR iプラ ス ミ ドのT R- D N Åが導入さ れ, m a n nopin esynぬa5i 抽
びにagr opine synthaseが発現して い る こ とが明らか にな っ た･
1 2 34 56 7 8
項 Agrq
叫 弼盈 m -
叫 N.S.
< Orig毒n
Fig. 13形質転換体中の agropin eと m an nopin eの 検出
1: m a n n opin e標品,2:pRi15834によるh airyr o ot, 3:非形質転換体の D. pu rpureaの乗, 4:ク ロ
ー ン Gl,S:ク ロ ー ン G 21, 6:ク ロ ー ン B 2, 7:ク ロ ー ン B4, 杏:ク ロ ー ン B20, Ågr.: agropin e,
M a n. m a n n opln e, N .S.: n e utr alsugars
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第三蹄 形常転換体ゲ ノ ム D 悶A の骨 ザ ンi ＼イ ブリ ダイ ゼ - シ ョ ン
選抜した生長の速 い5 タロ - ン のD .pu2Pure aの 形質転換hairyr o ot(Gl,
G之1,B 2, 朗 ,迅20)に つ い て ミ ニTげ ラ ス 竜 ド及びRiプラ ス ミ ドのT-DNAの導
入を確敬するた 軌 形質転換俸のゲノ ムD N Aの サザン ハ イ プリ ダイゼ - シ ョ
ンを行 っ た. pG SGlu cl の愚弧 聯 戚 Ⅴ断片 (すなわちgusの - 戟) を プロ -
プÅとして , Nc oyHin舶Ⅲ断片 (すなわちm e oと耽もOPin 缶 Syntha s e遺伝子(∝s)
の3.端の - 部) を プ ロ - プBとして伺 い た . さらにpRi15834の T L領域の プロ
- プと して 郎lの 蝕 oR V断片を伺 い た. 植物ゲノムD N AほEc oR Vで切断し,
ミ ニ Tiプラ ス ミ ドのT-DN Åと植物ゲノ ムD N Åの つ なが っ た断片を作成した.
こ の植物ゲノ ムDN Åをブ イ)i/タ 一 にプロ ッ トし辛 前述の3種類の プロ - プと
ハ イ プリ ダイ ズさせ た肝ig.14).
タ ロ - ンG lとG21はA. 油jmge n e s(pRi15834;pG S Gluc)に よ る同
- の感
兜部位から悌り出され , 個 別 こ噂餐されたもの であるが, プ ロ - プAと馴 こ
対して全く同じバ ン ドを示した. こ の ことから, こ れ らのタ ロ - ンが同 - の
形質転換細胞に由来し, pG S 馳elのT-DNA lコ ピ ー を食んで い る ことが明ら
か にな っ た . ま た , A. nhimgenes(pRi15834;卿121)に よ る形質転換体B 4とB 20
もー 朴 - の タ ロ - ン であり, 3コ ピ ー のpB‡且21のT-DN Aが鞄入されて い る こ と
が明らか に な っ た . こ れ らの5 タロ - ン(Gl, G 21,B 2,B 4,B20)全て に お い て
プロ - プA
, 執 並 びにpu lの プロ - プに ハ イ プリ ダイ ズする バ ン ドが認めら
れた ｡ コ ン トロ - ル のpRi1583蝉独で形質転換して得られた旭Tyr O OtほpGS Ghcl
の≠ 》N Åに対して ハ イ プリ ダイズする バ ン ドを示さなか っ た .
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Fig. 14 形質転換hairy ro otの サザ ン ハ イ プリ ダイ ゼ - シ ョ ン
(A)pGSGlu cl のT- DNA領域. J]e Oとgusの キメラ遺伝子 はそれ ぞれT R l
'とT R2'プロ モ ー タ
ー の 制御をうけて い る . ブロ ー プAは13kb の B Am HI-7h R V断片である . R B: rightborder,
B l: Ba mHI, E5: Ec oRV, N l: Nc oI. H3: Hind m, 3
-
g7: ge n e7の3
. 末毒乳3'O C S: o ctopine
synthase遺伝子の3
一 束端 .(B)ゲノ ムD N Aの ハ イ プリ ダイ ゼ - シ ョ ン . 植物ゲノ ムD N Aは
Ec oR Vで 切断し0.7 %agaro segel で分離後, ナイ ロ ン フ ィ ルタ ー にプ ロ ッ トし,32 Pラ ベ ル
した ブ ロ ー プAと ハ イ プリダイ ズ した. 1:pRi15834によるhdryro ot, 2:ク ロ
ー ンG l, 3:ク
ロ ー ン G 2l,4:ク ロ ー ンB 2,5:グ ロ ー
■
ン B 4,6:ク ロ ー ン B 2 0,7:Ⅰ応S Glu cl のBa mH I-H indllI断
片(4.3kb).
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第四節 形質転換体に おける キメ ラ適任子の発現
D .pulPW ea の 形質晦換hairyTO OL(タ ロ J JGl, G21, B 2, B4, B20)に つ い
て導入された遮倍予の発現を酵素悟性を測定して調べた . NP T- Ⅱ活性 はぁairy
r mtか ら抽出した10p gの費自をア クリ ルア ミ ドゲル闇気泳動で分離後, 32pで
ラ ベ ル したA T Pの存在下 で の カ ナ マイ シ ン の 1) ン 酸化を ア ン シ トメ - タ - で
測定した . G U S悟性ほNPT-ⅠⅠ活性を測定したの と同じ費自液を用 い て4ィn ehy-
1u mbellifer o n e広場iu c u r o n呈deを基質としたときの4- m e血ylu mbellifer o n eの 生成麓
を蛍兜法により測定した(Fig.i5).
pGS Gluel で はneo とgusの キメ ラ遺伝子がそれぞれpTijkh5のTR-D N A上
の m ann呼in 叩 nぬ 脱 町 税I
fと2-の 制御を受けて い る が , pB I121 ではそ れぞれ
n o sプ ロ を - タ - とcaM V35Sプロ を - タ - の 制御を受けて い る . 5タ ロ - ン
の ジギタリ ス の形質擬換hairyr(きOt(G l,G 21,B 2,B4,B20)全て におい て埠入き
れたgus, n 紺の 開通信子が形質転換体中で発現して い る こ とが明らかにな っ
たが
,
ヨ ン ト日 - ル のpRi15834の み に よ るhairyr o otにはGUS, N P T-ⅠⅠ活性 は
経められなか っ た .
% & S @ S @,
紺野嘗-･韓鰍
紺野習-暑蔓 助 軌認容 瑠甲⑳ 嘗舟瑠容 認常9容 認群議撃
窃済惑 ⑳ 番堵 堵瑠S瑠舶 沿 嘗惑昏 瑠望櫓⑳
電炉開 府葛車細 輔 弼留藩
Fig.15形質範換体におけるn e oとgus の キ メ ラ遺伝子 の発現
1:pRi15S34によるhairyroot, 2:ク ロ
ー ン Gl, 3:ク ロ ー ンG21･ 4:ク n - ン B 2, 5:ク ロ
ー ンB4- 6:
ク ロ ー ンB20. N F r-Ⅱ活性 削Orlgの タ ン パ クを用 い て測定し,クロ
ー ンG 21 の括性を1･としたと
きの億である . Gu ;活性はNP T-II特性を測定したの と同じタン/てクを用 いて4ィn edlyhmtx)温血 Ⅷ e
a-glu c uro nideからの4- m eulylu mbellifbr o neの生成を蛍光法によ っ て測定した･
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第五節 形質転換体 に お け る強心配糖体の 生産
D. puEPufe aの 形質転換hairyr o ot(ク ロ
ー ンG且
,
G2ユ, B 2, B4, B 20)申で の 強
心配糖体生産 の有無ををdigitoxinをス タ ン ダ ー ドとして 用 い たen zym elinked
im n o s olv e nta s s ay但uSA)法に よ っ て定量した . Fig. 16 に示すように ように ,
線色 にな っ たhahyr o otで 強心配糖体が生産され る こ とが明らか にな っ た ･
ま た , 植物生長調節物質の強心配糖体 の含有慶に対する影響を調べ る
た め に植物生長調節物質無添加の培地では強心配糖体を番構して い な い ク ロ
ー ンG21をau xinの N AAとcytokininのBAPを諸浪度合むB5培地 で培養し, 2過
後に強心配糖体の 定量を行な っ た. そ の 結果, Table8 に示すよう にNAAと
B ÅP の添加 により強心配糖体の蓄積量が増加する こ とが明らか にな っ た.
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Fig. 16 形質転換hairyrootに お ける強心配糖体の 生産
組織内の 強心配糖体の濃度ほ 乱ISA法によ っ て測定した ･chbfOdlylt& 有量ほ蛍光法によ っ
て 測定した ･1: ク ロ ー ン Gl, 2:ク ロ ー ンG21, 3:ク ロ ー ンB 2, 4:ク ロ ー ンB4, 5:ク ロ ー ン
B20. N D: n otdetected.
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甘汲馳温故爵 E). pu rpu r e aの形質転換払aiTyTOOtに 掛ナる植物生長調節物質の
添加と親心配糖体の含有盈の関係
a)n 伐 軸 汲ぬmin 鮎sue(mg/g 鮎shw eight)
NÅA (mが)
0 0.5 1.0
B AY(mgn)
0
0.i
O.5
1.0
4.4
6.9
1.5 之.i
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第六節 考察と/州吉
高等植物の形質転換法は植物たおけ る分子生物学に よ る基礎的な研究
ばかりでなく植物改良の ため の強力な手段とな る , これ まで にAgrd?a cte rhi m
に よる形質転換
.
ある い は 直接遭伝子導入法に よ っ て遺伝子挽作された外来過
伝子が約30種 の植物の導入されて い る70). しか しこ れ らの研究は大抵戯作物
を対象 と しており, 薬理活性をも つ 二次代謝産物を生産する登要な薬用植物
へ の外来遺伝子 の安定な導入と発現 に つ い て の 有用 な情報はほ と ん ど鈍 い と
言 っ て も過言で は なか っ た .
そ こ で , 本論文で は , 重要な薬用植物であるD .purpure a に対してRiプ
ラ ス ミ ドを用い る バ イナリ ー 糸を用 い る こ と によりキメ ラ遺伝子の埠入され
た形質転換hairyr o otを得 る方法を確立 し, 導入され た 猷 予が形質転換体EP
で安定に発現して い る こ とを確認した . さら に線色を度したジ ギタリス のhdry
r o otで強心配糖体 の生産 され る こ とが明らか にな っ た . こ の 方法ほ , (1)抗生
物質や除草剤な どの 生長を阻害する物質を与え て形質転換体を選択しなくて
も目的の外来遺伝子 の導入さ れ た形質転換hairyrのtを得る ことが できる . (2)
生長が速く , 高収量 で 二次代謝産物を生産して い るhakyr 00tの 二次代謝を分
子遺伝学的に改変する こ とができ る . (3)hairyr o otか ら完全な植物を再分イヒ
し
, 後代を得 る こ との で きる植物もある と いう利点をも っ て い る .
本研究で は線色を呈したD . pu7Pu re aの 形質転換h血yro ot申に強心配糖
体の 生産が認められた . また, a u xinとcytokininの添加 によ っ ても強心配糖体
の含有量が増加する こ とが明らか にな っ た. D Ig7
'
u)
'
s属植物のsh00t形成 カ ル
ス とD
. kzn aぬ のh airyr o otにお い て も組織を線化する こ と に より強心配糖体の
生産が誘導され る こ とが報告 されて い る69). ま た , 蘇 - 部で述 べ たよう に マ
メ科植物における ル ピ ンアル カ ロ イ ドの生産も組織の緑化により誘導される .
こ れらの 二次代謝産物の生産 はもとの植物内で も葉な どの線色組織で発現し
て い る こ とが示唆され る .
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第 ニ 牽 ベ ラ ド ン ナ(Jq. be/iado nna)へ の モ デ ル 遺伝子の 導入
蘇 - 雛 形質転換
放げ ラ ス 菟 ドpRi15834とミ ニ Tiプラ ス ミ ド郎S Glu clをも つ ABr Dba cbT7
'
tL m
とJA.beladomD 題のリ - 7 ディ ス ク を共存培餐する こ と により形質転換を行 っ
た . i-2過後リ - フ ディ ス ク に形成されたhairyr 00tを切りだし200mghのClafo-
ra n
⑳を食むB5培地 で除蘭後, B5寒天培地 で培養した. (節 - 車参照)
第ニ 節 形質転換体の解析
節 - -節 で得られた形質転換hairyr o成 につ い て解 - 撃と同様に形質転換体
の解析を行 っ た . 解析を行 っ た14タ ロ - ン のhairyro otはすベ てopineを含み ,
Riプラ ス 茸 ドの T-DN Åが導入され て い る こ とが確認された . こ のうち11タ ロ
- ン にG U S悟性が認められ, 得られたhairyroαの 約8割 にミ ニ Tiプラ ス ミ ドの
T-DN Aが導入され, 発現して い るこ とが明らか にな っ た . またG US活性 の認
められたタ ロ - ン全て にお い てNFr-ⅠⅠ活性が認められ, サザ ン分析に よ っ て
pG SGlu clのT-D N Aの導入が確徹された .
甘ab呈e9 withpRi15834とpGS Gluclをも つA. rhiz oge n e sによ る
A.bellado n7 Wの形質転換
Nu mber ofhairyr o otclon es
Total Opine(＋)rrotal G US(＋)Irotal
14 14/14 11/14
(loo 鞄) (78.5 %)
4∋
第三節 考察と小括
A. bellado n n aにお い て もRiプラ ス ミ ドpRi15834を用 い る バ イ ナリ
- ベ
ク タ ー 系に よ っ て ミ ニ Tげ ラ ス ミ ドpG S Gluclお よ ぴpBI121上 の gu sとL2 e Oの
二つ の キメ ラ遺伝子が高頻度で導入され, 安定に発現する こ とが醸放された.
こ れまで に カ ン ゾウ(Gyy qr rhiz a u r ale n si)とN. taba c u mでも こ の糸を伺 い て
こ れ らの レ ポ - タ - 遺伝子を導入 し, 効率の 良い 導入 と安定な発現を認め
て い る . こ の 臥 バ イ ナリ ー 系を用 い る と , 得 られ るhairyr 00tの50-80%の ク
ロ ー ン にミ ニ Tiプラ ス ミ ド上の 外来遺伝子が導入され て い る . した が っ て こ
の 系はhakyr o otに お ける二次代謝に分子遺伝学的に改変を加え る発として有
周で あ る と考えられる .
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第三牽 T円プm モ - 汐 - に よ る発現制御
外来遺伝子の発現による植物細胞の遮旗手挽件の ため にほプ ロ モ - 夕
- の組織特輿的 鯛fj御, 時間的朗唱御, ス トレス によ る制御等の発現様式を
明らかにする必質感嘗ある サ
ニ方向性のプu を - タ - で ある耶弧
●
一望プ ロ を - 夕 - ほ伏流OPin& 仰 のTi
プラス 菟 ドタ PTiAch5の 隈 D N A のman n呼in昏Syn蝕舶8の適任子に由来する
71)
｡
こ の プロ を - タ - ほg 植物に卑メ ラ適任予を導入するために広く使われて い
るプロ を - ダ … の - づ であり, 伶物の適任的改良に倣われてきた72乃 ｡ 導入
遮保革の発現を緒掛こ制御するためにはこの 服プロ を
- タ - によ る発現様式
を辞しく調べ る必繋がある. - 般的に甘鼠プ ロ を - ダ
… によ る発現ほ鞄荻的で
あると考えられてきた?まt殉 や しかし, 触 らとむ紐gidEeらほ耶邑1
-
-2プ ロ を 一
夕 - によ る発現がタパ ヨ の蒐食随物体の楓に戯ル､て強く発現し, 傷害と植物
生濃調節物質の添加によ っ て よ ン ハ ン ス される ことを報告して い る
75･76)
サ
こ のT 鼠プロ を - タ - の 濃紫薬周植物における発現制御を解明するため
にAgroba 脚 宕tim を介してpGS 軌c 岬 甚･12)のT-D N Aが番人されたタ
バ コ(N･
ぬ c um), カ ンゾウ( 脚 I
～
M u ralc BSl
･
s), ジギタ1)ス(D･puq,t ma), ベ ラ ド
ン ナ(A be肋do m 2めの形質転勤 airyTW 岬ig･17)につ い てgusとn e oの 発現様式
を検射した ｡ またN. ぬ蝕 m mに つ い て ほba栂roo汲ぴカ ル ス からの再生体肝ig･
18)に つ い でも解析を街 っ た.
4う
第 - 節 形質転換及 び再分化
N. ぬ 肋 の形質転換に は二 つ の異なる バ イ ナリ - 系を伺 い た. - つ ほ
完全 に無毒化した ヘ ル パ ー Tiプラ ス ミ ド, すなわちvir領域ほ残っ て い るカrr_
DN Aを完全にpB R32で置換したpG V2260を用 い る糸である . もう - つ はvir
領域とT L･D N A
,
T R-DN Aを含む野生型のRiプラ ス ミ ド, pRi15834を伺 い る系
である . A. tli m efa cie n sbG V260;pGS Glu cl)を招 い た形質転換で は , Km を
含有する選択培地上で形質転換値物を再分イヒさせた . A.7hizoge 畑野(PRi15834;
p(芯Ghrl)に よる形質転換で は , はじめhdryr 00tを樽, o.1mgA払Aと1mgABAP
を含むB5培地上 で培養して線色 の カル ス とsho otを済導し, 生長嗣節物質を
除 い たB5培地で根を形成させ ,再生体(Fig. 18)を得た . H曲y‡伽 tからの再生
体 は縮れた葉や短い節間をもつ な どのRiプラ ス ミ ドのT･諏NA の呼人された植
物に特徴的な形態を示した.
G･ w ale 血 とD･ pu7P W eq A ･beubdon n aの 形質転軌ぬけrO OtはA.rhiz oge 榔
わRi15834紳SGlぽ1)によ る形質転換によ っ て得 られた (節 - 牽 ･ 第ニ 車参照) .
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Fig･ 17 T R 2
■
-gu s遺伝子 の 導入 さ れ た形質転換bairy r o o t
a, b:N ･ (aba c um , c, d:G･ u raLensls･ e:A･ bellado nna, f:D ･ purpure a
LJr
N_t.]♭8Lurt 5Rl
(7Rilち8叫 ;
内 的 htこ1 )
1ニ止
･･.I- J(
”.tJ)♭d aAr. 5尺1
(7･qV11 60 ;
p寸5年Lucl)
Fig･ 18 T R 2
.
-gu sの 導入 さ れ たN, taba c um の 再生体
4 7
第二 節 丁閃2
v プm 驚 - 顔 - に よ る前部組織鰭輿的発現制御
甘民望
.
-gu s遺伝子 の組織特界的発現をⅩ瑠1u c u r o n加(Ⅹ瑠1u c)によ る組織化
学的漁色により解析した . X瑠Iu c u r o n畳deは品瑠1u c ur o nida s e活性発現部位にお
い て不溶性 の骨色o3in軸o色素を生じる .
N. taba だLi mの 再生俸の寮で は維管束部位(v a scula rtis sue)に漁色がみられ
るが , 発肉細他 には観察されな い 脚g.丑9a)｡ タバ コ の婁 の 切片で は外部師
那(e xte malphl舵 m)と内部締部(inter nalphlo 8 m)がⅩ-glu cによ っ て特異的に艶色
され た(Fig. 1弛 c, a)｡ 視 で ほ , 根冠(r桝光 c ap)に強 い 漁色 が観察さ れ , 茎と
同様に師部 に弱 い 艶色が観察された(Fig. 19e). こ れらの 特異的な漁色 ほA .
tu mefa t.tie n s(pGV芝ま60;pG S Glu c)に よる形質転換体とA. rhiz oge n e s(pRi15834;
pGS 馳cl)8ニよ る形劉転換体の聞方で観察された .
G. 好 感 n滋sの形質転換IaiTym朗 に おい ても師部が同様に漁色きれ, 内相如i-
cycl昏)と視認も鞄色された(Fig.20a,b). a. u r ale nsi の カ ル ス では分化を始め
て い る部分が強く漁色されたが, 未分化な部分では艶色が認められなか っ た
(Fig.20e). a. pu rp w e aの形質転換hairyr 桝光の 切片では館部とその周辺部に強
い 放免が観察された(FI菖. 20d). A.bellado n n aの形質転換hairyr o otの切片で
も締部 に強 い 放免が観察された(Fig.20e).
こ の よう に , こ れらの すべ て の植物で導入きれたT R2--gu s遺伝子 が維
管束 の鮪部組織で特異的に発現して い る こ とが明らか にな っ た .
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a b
Fig. 19 T R2
■
-gt's の 組織特異的発現(1)
a:N. Laba cu mの葉(X6), b:N.IabaczL mの茎(X75.6). c:N.taba c u mの 茎(X14. ). dニⅣ･ Laba c w n
の茎(X 75.6), e:N. 1aba c u mの根(X 75.6)
うl
r
'
＋
■て叫●､
I
.
,
I
■■ヽ
Jゝ
a
tI-
＋;
/y
●
1･
I
.Iま
.I . I
rI
J
`
,
バ
'.
JJ
.
,～jI -
I
l';‾‾
.
jJ ザ
p l
㌔
メ
-I
†
､
ン
＋
.
ギ‾Y . NT=:
d .
- ' -
Jr
d ?I
′
_
i
ナ I I
J
サ 与
～ - 4■J
b レ
./
し
+一■-な .._I
鷲-･:--1≠ ･ -
,【9L
′{‾‾｢
凄
.ち
ラー丁 相
Fjg.2 0T R 2
.
1gU Sの 組歳時異的発現 (2)
a:G. u r ate M Z
'
s の収(X37.8). b: G. w aLe nsEs の根(X36). c:G. w ate nsis の カル ス(X60),
d:仇 pJqPW eaの根(X 75.6),e:A. bet h M の板(X75.6)
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第三解 像嘗汲 びa u xinの 涛加 に よ る発現誘導
T Rプ ロ モ - 夕 - によ っ て制御される適任子の発現の誘埠を傷害ス ト レ
ス と6磯凍の植物生長嗣節物質に よ る処理 に つ い て研究した . 全 て の生長調
節物質は10mgnの過度で添加した . 傷審ほTR2-プロ モ ー タ ー の 制御を受けて
い るG U Sの 活性を数倍に増加させたcrable10). G. ur ale n si やD . pu 7Pu r e aで
も程度は異なる が傷害に よ る甘R2--gu sの 発現の増大が観察された. 2,4-Dと
IA AもN. taba c u mの来にお い て誘導を弛めたが, iA Aの効果は2,4-D の効果よ
りも弱か っ た. - - 方, 2,4-DとⅠÅA によ るT 汲.2しgu sの 発現の増大はN . taba c u m,
a. u r ale n sis, a . pu rp w e aの視 で は隊められなか っ た. こ れらの根 の 組織で は
内生au xin膿度が高く外部から添加したau xin の感受性が低い の で はな い かと
考えられる . 次にT Rl-プ ロ を - タ 一 によ っ て制御されて い るNP T-ⅠⅠ活性を調
べ た. 骨 の 練乳 Table呈=ニ示すよう にT Rll- n e oの 発現は傷害と植物生長調節
物馴こ韓加 に よ っ てT R2† 僻 S の発現と協調的に増大された . こ れはTR l-と
TR2-の 距離 が短い ため に どちらかの調節部位(同 - 部位かも しれな い) に調
節タ ン パ ク が給食する こ と に よ っ て , 両方の 遺伝子 の発現が同時に制御 さ
れ る の で ほな い か と推測される .
うう
甘a馳且e且0 傷害と植物生長調節物質の添加 に よ る甘R2
-
瑠 u Sの 誘埠
Clon eOrga nTim e GU S Activity(4
- MU乱 n m ole旬min･1申(mg pr otx)in)
'1)
No. (h)Co ntroIW o u nding 2,4- D I A Å BÅP GA
b AB Af 監T 摂昏
N. taba c u m
T415Ⅰβaf 24 1.
48 7.5
Ro ot 24 17.3
RO12 Le af 2430.8
4828.3
Ro ot 24 243.7
T405Ⅰ止af 241.3
ROO5Le af 249.0
G. u r aler wis
8-5 R.o ot 2480.1
8-8 Ro ot 2486.9
D . pu ypu re a
G21 Ro ot 24 4.5
3.1 55.6
10.9 30.7
24.0 31.8
12.7 11.6
14.7 14.7
41.7 26.7
8.2
14.7
之3.6
13.2
1 4.5
20.9
7.1
31.4
之1.5
68.1 150.9 76.1 97.4 63.O 103.8 6臥1
79.0 194.0 1 19.1 86.0 91.3 107.2 168.4
964.9 660.6 1 15 996.2 885.1 1173 86ま.3
2 7.5 78.5 33.1 N.D.¢ N.”. N
t
.D. 2 6.7
22.3 66.6 24.9 N.D. N.D . N.D . 17.1
276.3 282.2 261.2 N.D . N.D . N.D . 253.3
1 35.0 161.3 158.7 N. D . N.D. N. D. 15 0.8
33.6 30.5 49.0 N.D . N.D . N.D . 2 1.8
a 4- m e山ylum b niferone8瑠1u c uronideからの4- m ethylu mbelliferon e(4- MU)生成盈
b G ibberellic acid(A3 co nte nt:90 %), c(＋)- cis-trams-abscisic a cid.
d Ethepho n(2- chloro ethylphosphoric acid),分解 して ethyle n eを放出する.77), e Notdeter min ed･
(N. taba cL mT415, T4 05はA. tu m efa cie n s(pGV 2260;pGSGlu cl)による形質転換体. 他 は全てA.
rhizoge ne sbRi15834;pGS Glu c1)による形質転換体.)
う6
甘払払嘗e漫盈 儲審と植物盤投網節物質の漆加に よ るT R l- - ne oの 誘導
Clo n eTim e N WT-‡王a ctivity (Arbitrary unit)
No. (h)
Co nt和I Wo u nding2,4-D IA Å E T甜
T4ま5 乏4
(le蝿 48
汲0ま芝 2ヰ
(まe af) 48
<0.1 <0.i
0.2 0.9
0.1 0.4
0.6 11.4
0.8 0.1 0.1
1.7 1.5 1.2
1.4 1.0 0.6
19.9 12.7 12.3
N P T･lr暗性はrrabl¢10 と同q一 - の抽出液につ い て測定し,posidv e c o ntrol の
NPT-ⅠⅠ活性削 として紫出したもの である .
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第四 節 考察 と小結
重要な薬用植物で あ るG. ur alen sis, D . pu rpu r e a, A. belado n n aお よ びN.
taba c u mの形質転換体を得た . N . LabacLqnで は無番化したTiプラス ミ ドある い
はRiプラ ス ミ ドと ミ ニ Tiプラ ス ミ ドpGS Glu clをも つ Agr oba cte riu m に より形
質転換を行 い , 得 られ た カ ル ス 及びbairyrootから完全な植物体を再生 した .
a. u r ale n si
,
D . pu rpu r e a, A. bellado n n aで はpG SGlu clとRiプラ ス ミ ドのT- DNA
の導入され た形質転換hairyr o otを得た .
こ れらの 形質転換体 に つ い てT Rプロ モ ー タ - に よ る噂入遺伝子の発現
制御を轟臓 化学的方法とin vitr oの 酵素滑性の測定 により調べ た . こ の結果,
次の こ とが明らか にな っ た . (1)N. taba c u m, G. urale n sis, a . pu rpu re a,九 bellか
donnaで はT R 2
f7
p
ロ モ ー タ - に よ る発現は師部組織に特異的に認められた .
(2)T R lプ ロ モ ー タ ー とT R 2
t7
p
ロ モ - タ 一 に よ る発現 は傷害に よ っ て24時間
以内 に誘導され た . (3)2,4- D とIA Aは薬に 掛ナるTRプ ロ モ ー タ - の発現を誘
導する . (4)T R l'7
p
ロ モ ー タ ー とT R 2プ ロ モ ー タ ー に よ る発現は こ れ らの 坐
理学的ス ト レス に よ っ で協調的に誘導された .
キメ ラ のgu 遺ゞ伝子が維管束で強く発現する例は多い . 例えさfcaulinc w er
m o s aic viru sの3 5Sプ ロ モ ー タ ー 78)とRiプラ ス ミ ドのr oICプロ モ ー タ ー 79)ほN .
淀めa cLD nの 維管束で強く発現する こ とが明らか に されて い る . ま たイ ン ゲ ン マ
メ(Phas edo u s v ulgaTis)のphe nyhlanine-a m omiaJyasc遺伝子の プ ロ モ - タ - 80)紘
木部で発現する こ とが明らかにされて い る. さ らにシ ロイ ヌ ナズナ(血 め娩野Sis
Lhalia n a)のS-ade n o sylm ethio nin e-synthas e遺伝子 の プロ モ - タ - 81･氾)はAr abidop-
sis属植物 とN.taba c u mにお い て維管束に特異的に発現する こ とが明らかにさ
れて い る . T R 2T 7
p
ロ モ ー タ ー もまた本実験で解析した4種類 の植物 にお い て
茎と根 の維管束 で発現する こ とが明らかにな っ た. こ の ように維管束が漁色
され る例 は多い が , ri bulose-1,5-biphosphate c arboxyla s e s mals ubu nitの プ ロ モ
ー タ ー 81)で は組織の 全体 に発現 がみ られ る こ とから , 維管束 に特異的な熊色
は組織毎の反応生成物の安定性の違 い によ る もの と は考えられな い . こ の よ
う にT Rプ ロ モ ー タ ー に よ っ て導入した遺伝子が維管束で発現する こ とは , 二
次代謝系の分子遺伝学的改良の ためにT Rプロ モ ー タ ー が有用であ る ことを示
唆して い る . すな わ ち, 多くの二次代謝産物は, そ の 生合成の場である器官
から貯蔵され物質変換を受ける器官に維管束を通 って輸送される の で85･ 喝 ,
締部組織に おい て 強く発現するプ ロ モ ー タ ー は , 二次代謝産物 の変換酵素 の
遺伝子を植物内で発現させ特異的な生物変換を加える の に適 して い る と考え
う8
られ る .
また, a. w ale 榔is,a. pu rpu re a,A.beぬ 血 棚 に 釦 ､て もタバ コ
75･7 6)と同様
に7鼠プロ 茸 - タ 00 によ る発現は儲審や植物生長調節物質の添加などの生理的
なス ト レス により増大され る こ とが明らかにな っ た . また, TRlプ ロ モ -
夕 - とT 汲2
1プ ロ を - タ - が協調的に増大される こ とが示された. イ ネとタ
バ コ の プロ トプラス ト8う)及びタバ コ , テ ンサイ, ア ブラナの カ ルス84)にお い
てTRプロ モ - タ - によ る適任子の強い発現が報告されて い るが, こ れらほ儀
容や植物生展開節物質の 勧口などの生理的ストレス に よるもの と考えられる ･
う9
第三 部 半周植物 へ の 有周外来遺伝子 の導入と発現 に 関する研究
第 - 章 ベ ラ ドン ナ(A. bellado n n a)へ の 除草剤耐性適任予の 番人と
発現
第二部 で述べ た ように , Riバイ ナリ ー ベ ク タ - 系を周 い て 安定に植物に
外来遺伝子を導入 し発現させ る方法を確立した の で , こ の技術 の応用 と して
実際に べ ラ ドン ナ(A. bellado n n a)- の 除草剤耐性遺伝子の導入を試みた .
福井県 の 土壌から単離された放線菌str epto myc e shygr o s c opic u sの生 産す
る トリ ペ プチ ドbialaphosとbialapho sの ala nin e2分子 が除かれたpho sphin othdcin
(pfrr)は , 植物体内でP PTがglutamic acidの ア ナ ロ グとして働き ア ン モ ニ ア解
毒機構であるgluta min e syntha s eを阻害して(Fig.2 1), 脚勿を枯死させ る ため
に非選択的除草剤と して広く使用され て い る . (Pfyrは商品名B ASTA瀞とし
てHo e chst社か ら, bialapぬsはHER BⅠA CE㊦と して(株)明治製菓から商品イヒされ
て い る .
Biahpho s産生蘭s. hygr o s cqu
'
c u sの 生産する酵素pp Tac etyltr a n sfer a s e(P A T)
は ア ミ ノ基を ア セ チ ル化する こ と に よりp pTを不括化する87). こ のPAT遺伝
子barを植物 に導入する こ と に よ っ てP P T耐性を楕主植物に付与する こ とが
で きる名8J9u. そ こ で こ のba r遺伝子をT-DNA に食む ミ ニTiプラ ス ミ ドpARK5と
Riプラ ス ミ ドを用 い る バ イ ナリ ー 系を介してbar遺伝子をA. bellado r m aに導
入する こ とを試み た . pARK5はbar が35Sプロ モ ー タ - 下 に置かれ, 別に選
択 マ ー カ ー と してne oがN O Sプロ モ ー タ ー の 支配下 に おかれ て い る , pBI121
の誘導体であ る(Fig. 22)_
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Fig. 22 キメ ラ のb射通伝子を含む ミ ニTiプラ ス ミ ド
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第 - 節 形質転換と個体再生
ミ ニ Tiプラス ミ ドpÅR K5を酵i15834をもつAgr ob∬te riu m8=tripa B3 ntalm aト
ing法に よ っ て導入し, こ のAgroba cte riuふとA.belladonn aのリ
- フ ディ ス ク を
輿存堵発する こ とに よ っ て形質転換を街っ た . ト2過後, リ - フ ディ ス ク の
紫腺の切り 訓 ニbairyro otが形成きれ(Fig, 之3a), こ のうちの35本を切りだし,
200mgnClafo r a 流
砂 と5mgnのbialapho sを食むB5培地に移し, 耐性の ある16 クロ
- ンのhairyr 弧 を選抜した(Fig.23b, a). これらのbialpho s耐性のhairyrootを
B5寒天培地で境港し, 約4 カ月後生長の速 い9 タロ - ン申6 クロ ー ン にsho otが
形成された(Fig. 之3d, eサf). こ のsho o緒 切りだして さらにB5培地で培養して
楓を形成させ(Fig.23題), 次第に外衆に順応させ て2 タロ J / の 再生植物個体
を得た(Fig. 之馳 i).
63
iJ
J
鞘l
Fig. 23 ba T遺伝子の 導入 され たA. beLtddo n Tlaの
形質転換血aわ ro otからの個体再生
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第 二節 形質乾換俸に ぬ け る堵入過怯子の発現解析
節 - - ～.･節で得た9 タロ - ン のbiahpho s耐性の 形質転換hai町r O OtのP A 一括性お
よびNPr一貫滑 性をを測渡した. p細密性ほ形質転換降の抽出液にPP Tと【1J4q肥 ゆ
coAを加えて 兇芯後, nだで展開し, 汁 - トラジオグラ フイ を行 っ た. Fig2 4
に示した ように , 9グ ロ - ン申6 タロ - ン にP.ÅT酵素が発現して い る こ とが確
認さ れた . NP T-‡Ⅰは第二部で のNP T-Ⅰ の測定と同様に測定した. これら の結
果をまとめたの がTablel芝である . P A T活性の認められなか っ たグ ロ - ンB l
とD20 にはNPT胡爵性が認められる . こ れらの ク ロ ー ン ほBialaphosを添加し
た培地で の選抜の段階ではp ATが発現して い たがその後Bialqpho sを揺如しな
い培地で育成申に遺伝子の修飾などによ っ てbaJ遺伝子が発現しなくな っ たも
の と考えられる .
甘ab温色且認 Bialapho s耐性形質軽換体の解析
Cまo‡鳩 PÅ甘 NPT-ⅠⅠ Sho ot ReBe n e rado n
a cかity acdvi呼 for m ado n
Al ＋ ＋
A3 ＋ ＋
A8 ＋ 十
B l ＋
D2.0 ＋
El ＋
E2
E 12 ＋ n.也.A)
E14 ＋ n.a.
a)notdete min ed
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領空3格 5 6首8 9 頂Q m 巧2
磯 風醍昏嘗y暑-野野嘗
F量g. 24 PAT活性 の分析
1:【1-14C]a cetyl-Co且, 2: n egadv e co ntrolbRi15834によるA. betlaLおtm aの hairyro ot), 3: n egadve
cot)trolにS. hygro scopicu sのPATを加えたもの , 4:ク ロ ー ン A l, S:ク ロ ー ン A3, 6: ク ロ
ー ン
B l, 7:ク ロ ー ン A8, S:ク ロ ー ンD 20, 9:ク ロ ー ン El, 且O: ク ロ ー ンE2, ll:タ ロ - ンE 12, 且2:
タ ロ - ン E14.
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第三蹄 形質転換hairy ro otか らの 再生体 に ぬけ る除草剤耐性
鰍 - ･･ ･節で得 た形質転換hairyr o ot からの 再生体タ ロ - ンA8 につ い て 除草
剤耐性を調べ た, PP
y
TL%剤であるBASTA⑳の100陪液且00pほ 形質転換して い な
い コ ン ト ロ - ル の 胤 お払おn棚 とタ ロ - ンJ鳩の 再叡障の発の東商に漁布した .
2週間観 コ ン トロ - ル の 釆ほ紫色く変色しqig.25b), 3週間後に は枯死した
畔ig. 25c). 同 じ時期のbar適任予の導入された形質転換 ベ ラ ドンナの 再生体の
紫に は ほ とん ど変化がみられなか っ た(Fig. 25a). こ の ようにRiプラ ス ミ ド
を招 い た バ イ ナリ - ベ ク タ - 糸を介したbar遺伝子の噂入によ っ て 薬用植物学
上極めて有周な形質である除草剤耐性をA.belado n n aに付与する こ とがで き
た .
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もI
諜lで
FZg. 25 形質転換体 にお け るBasta@耐性
a:形質転換体ク ロ ー ン A 8(3過 勤 b: コ ン ト ロ ー ル植物(2過後), c=コ ン ト ロ ー ル植物(3過後)
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第四節 考察 と小桔
s. hygr o s c opic u s由来のba r遺伝子はPP Tを線番化するP A Tを コ - ドして
い る . 本来験ではR.げ ラ ス 蒐 ドを伺 い る バ イナリ - ベ ク タ ー 系を介してbar過
倍子をA.belldo n n n aに導入し, 形質転換 触77r O Otから再生個体を得て, P P T
耐性植物を作出した≠ 植物細胞内でCaM V 35Sプロ モ - タ 一 によ っ てbw 遺伝
子が発現すると,P AT酵素が生産される . 形質転換hairy沿 Otの約半分が ぬ血pho s
に耐性であ っ た . p AT酵素活性の測定から, 9タ ロ - ン申6ク ロ ー ン にP A T酵
素敵性のあ る 己 とが確認された . さ らに, 形質転換ha如ro otからの 再生体 へ
の 除草剤B ÅS
p
TA僻の漁布寛験によりpAT活性の見られたhairyr o otからの再生体
が野Iyr耐性を示すこ とが明らか にな -3 た ゅ
すで にタ パ 3, ジ ャガイ を , ト腎 ト, セイ ヨ ウ アブラ 丸 か) フラ ワ -
轡の 作物にAgrolw 総rium を介してbar遮倍子の導入によ るPPT耐性植物が得ら
れて い る 掛89)せ また, トウ驚 ロ ヨ シ の培餐細胞にmicr op qjectilebo mba rdm erltに
よりba r過信子を直接導入してPPT耐性植物と骨 の後代が得られて い る恥91).
本研究で はこ れらの怖物に加えて弗摺植物の九 belladof m aのPP T耐性植物を
得る こ とが できた .
また , PPTが従来ka n a mydnな どによる の難しか っ た植物膿や部位に対
して有効な選択 マ - - カ - と して応周できる こ とが示唆され た .
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鎗括
T.lupinoide sとS.Pa v e s c epwの 培養細胞 に植物生長調節物質を緑力口して組
織を緑化する こ と に よ りル ピ ン系 ア ル カ ロ イ ドの 生産を誘導できる こと が明
らか にな っ た .
ま た
,
Ti
,
Riプラ ス ミ ドに よ る形質転換によ っ て ナス 科植物の奇形脇を誘
導し, Riプラ ス ミ ドによ り誘起され たhairyr 00tに ア ル カ ロ イ ドの 生産能力の
ある こ とを, 野rX'1あ る い は2を欠損させたTlプラ ス ミ ドに より誘起されたsh叫
te ratom aにアル カ ロ イ ドの酸化的変換の 能力がある こ とを明らか に した .
さら に , D . pu rpu r e aとA. あellado nna にモ デ)I,の キメ ラ遮伝子を導入し, 導
入遺伝子の発現を確認した ｡
そ してT Rプロ モ ー タ ー による外来遺伝子の発現が維管束の師部親織で特異
的に発現する こ とを明らか にし, またその 発現が組織に傷害ある い は 弧 血lを
与える こ と に よ っ て 増大され る こ とが明らか にな っ た .
最後に , こ の ように して確立 された遺伝子導入法を伺い て実際にA.お u o nrul
に除草剤耐性と い う薬用植物学上有用な性質を付与する こ と に成功した .
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実験 の 部
寡 - 部 } 第 - 章 , 第 二 章 に関する実験
T. ]up]
'
n oide sの 組織 培養
T.1upl
･
n oidesの 種子は75 %EtOHで2分間, 次い で3 %NaCIO申で1紛 間盤面
殺菌した. 滅菌 した種子を種皮を取り除 い てMu r a shige& Sko og(MS)培地
9'
(3 %sucr o s e,0.8 %agar)m ablel に示した植物生長調節物質を添加した培地D
上 , 暗所 ,25℃ に て培養する こ と に より白色の カ ル ス を誘導した ･ カ ル ス は
3Jl過録 に新しい培地 に植え換えた. こ の 白色の カ ル ス を培地A,B,a,D ,E(Tabk
1)上 ,25
｡
C
,暗所 にて培養した ･ 約2カ月後, 培地A, B, 削こて不盤根が形成され
た. 線色の カ ル ス ほ白色の カ ルス を培地Gある い はH(Table1)上 , 照明下(200()
1x
,
16lv/day)にて培養する こ とに より誘導した ･ また, 滅菌種子を堵 蜘crable
1)上で14日間,照明下 にて培養し, そ の後培地GとH に移し換え, 聴子からも
直接緑色カ ル ス を誘導した.
s. i/ave s ce n sの 組織増 車
s. fla y e s c en sの 種子を , 表面殺菌し (第 一 部 ･ 第 一 車参照) , 種皮 に傷を
っ けMS塩類と1% su cr o s e,0.8 %agarを含むA l培地 に澄床して発芽させ る ･
こ う して得られ た無菌発芽体 (発芽10-14日後) の 上肢軸, 根, およ び子弟
を切り出して外植片 として用 い た. ト1.5c mの外植片をTable3 に示した植物
生長調節物質を添加したMS培地(o.8 %agar)に置床した . 培養器として使用
した プラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ(直径9c m, 深 さ1.8cm ,rWAKI)は パ ラ フ ィ ン フ イ
ル ム(NOVⅨ ⑬ ,IW A K I)で密封した ･ 25℃, 照明下(2000lx,16hr/day)に て培養
し2_3週後 に線色 カ ル ス が形成された . こ の カ ル ス を外植片から切り離し,
同 じ組成 の培地 に移し換え, 密封 した シ ャ ー レ内で培養し, 3-4週庵 に新し
い 培地 に継代した . 同様に してTable3 に示した植物生長調節物質を添加 した
MS培地上 で m uliple sh00tを誘導した .
ア ル カ ロ イ ドの抽出
湿重量1 - 3gの カ ル ス に2 mi の80 %EtOHとと内部標準として40FLgのbe n z oyl
一
叫出 血 を加えて乳鉢で破砕する. 蝕Ⅰ 叩 ntPhineは天然に は存在せず, (
-11upi 血
より合成した も の を用 い た . ホ モ ジ ネ - トは2500rpm . で2分間遠心した後 ,
7 6
上晴の - 一部をc独伊呼hylの に用 い た . 残りの上滑を減圧浪輸し, 2rrn の0.5N
HCほ 加えて 酸性に し, こ の 敵性溶液を2mlのAc伐tで抽出する . 称h を除
い て水馴 こK
2
C O
,
を加え, 飽和させ る ･ こ の 塩避性の溶液を2mi のAc促【で2回
抽出する . 有機層を簸めて奥空で乾固し, ア ル カ ロ イ ド分画とする .
ア ル カ ロ イ ドの 同 定と定盈
カ ル ス から抽出したアル カ ロ イ ドほG C- MSとHPL C で同定した . G C- MSは
Sim azuQPl ㈱ sys栂 m(2 % OV17GasChr o rnQ,2m , 250
o
C)を用 い て測定した .
H PL Cほ斉藤らの方法92)に より行 っ た . 標品の アル カ ロ イ ドは当研究室に て
すで に単離されたもの6JS)を伺 い た . アル カ ロ イ ドの変数はGC耶rr:ACHGa5Crm -
m atogr aph165ある い ほSim a z uGa schm r n atogr aph 8A,2% OV17GasChr o mQ,2m ,
250
o
C)に よ っ て行 っ た.
ク ロ ロ フ ィ ル の愛魔93)
カ ル ス 約1gに10rrd のEのHを加え, 乳鉢で破砕する . ホ を ジネ - トを3,00伽pm
で10分間遮心した後, 上滑の 容盈を計り蛍光野Ⅹ436nm ,Em 669n m)を測定す
る .
Lupa nin eの 絶対配置の 決定
湿蕊盈16.5gの緑色カ ル ス より抽出したアル カ ロ イ ド分蘭を 肌 COicko sO rb
Si60
,
5fL m ,4･6x250m rn)に倹 した ･ 耽速1･5m 伽inの25 % 旭 OfVE酔5%N札OH
(25:1)の移動層を22hm で モ ニ タ - しながら分敬した . HPLC に よ る分取は2回
線り返した . Luparineを含む分画を集めて濃縮し, 0.2mgの1upamineを得た .
この1upa nineの C Dス ペ ク トル を測定したと こ ろCD[e]22之＋12700(MeO H)を与
えた ･ 標品の(＋)-lupa nin eほCD【0]222＋13000(MeO H)を与える
6.7･S)
･
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第 一 部 一 策 三 章 に 関する 実験
Agroba cterlu mと プ ラ ス ミ ド
Tatie13に示 したAglda c 血 と プラ ス ミ ドを実験 に 恥
､た ･ JABrha cぬ血 m
は選択マ - カ ー の 抗生物質を 潮口したⅦ B培地 で鰹代培養し,感艶の前に 血 血血
Aの 液体培地94)で28℃ , 2日間培養する .
r
Fa 抽 且3 AgmbBCte m
'
u mとプラ ス ミ ド
strain 耐性マ ー カ ー opin e-type 概要
<Ag710ba ctem
'
u m >
A. tL m 6fa c7
'
e n sC58CI RifR
A. I:h 血ogen es Rif
R
くPlasmids>
pTiB6S3
pTiC58
pGV2215
pGV 2 219
pGV3132
pG V3 糾5
PG V 2260
pRi8196
pRi15834
Ⅹm R
∝tOPl爪e
nopalin e
∝tOPln e
∝ tOPln e
Sp
R
,
Sm R n opalin ¢
Sp
R
, Sm R nopalin e
CbR
man nPpm ¢
agrOPlne
A.tn m efa ciens(pTiC5&カ､らTiプラス ミ ド
が 除かれ た非病原菌
野生塑(cr o w ngalを形成する .
野生塑(cro w ngaliを形成する .
pTiB 6S3のge ne2 の澄換変異(au x･)(sho oty
terato m aを形成する . )
pTiB6S3のgen e2 の欠失変異(aux･)(sno oty
teratomaを形成する . )
pTiC58Clのge n e2の挿入変異(shooty
ter ato maを形成する . )
pTiC 58Clのgene2 の置換変異(sho oty
teratorn aを形成する. )
pTiB6S3 のT- DNAをpBR322 で置換したも
の(非病原性)
野生塑(hairyro otを形成する . )
野生塑(hairyro otを形成する. )
形質転換
A .bellado n n aおよ び凡 taba c u mの 表面殺菌した種子から育て た無菌植物体
をA l培地 で育成 し, こ の 無菌植物の発から1c m xlc mの 乗切片 (リ ー フ ディ ス
ク) を作成し, DeBlo ckらの 方法88)に よ っ て ABT Dba cte m
'
u mと共存培養する .
7 8
s. tubeFO S王3 mほぞ の塊茎切片 に針 に つ けたjAgT Dba c紐m
'
u mを接種した . 感淡か
ら2-3過後 , それぞれ の 射手にhairyr o ot, c r o w ng弧 sh00ty紐r ator n aが形成され
る . そ れ らの 組織を200-5 00mが,のClafo T a n⑱(H状 Chst)を添加したGa mbo喝B550)
培地(3 %s u c r o s e,0.8 %喝ar)で2週間鯨に新しい培地に換えて堵藻する . Clafo-
ra n
⑧ ほ3-4回植え換えた後除く . こ れらの組織をB5培地で継代培養し, 実験に
伺 い た .
形質転換体 の 解析
形質転換体中の opineを検出する こ と により形質転換を確認した . Nopalin e
およ ぴ由to由neは轟 の 抽出液を高圧洩紙麗気泳動の後, gu a nidirE:基と結合 し
て蛍光を発する‡加 泊 地 喝 血 eで艶色して喝検出した. Agr 癖 およびr wlnCPhe
は高圧嘘放電究泳動の後, 銀漁色96)に よ っ て検出した .
形質転換体組織及 び培地申の ア ル カ ロ イ ドの生産と物質変換
アル カ ロ イ ドの 生産及び物質変換に つ い て は, B 5液体培地で25℃, 照明下
(20 001Ⅹ,16hr/day)にて培養したそれぞれ の形質転換体を用 い た .
A. be]1ado D n aおよ びS. tube tTO S u mア ル カ ロ イ ドは次の よう に抽出した . 級
織ある い は培地約o.2gに300plの0.1N H Clを加え, 破砕する . ホ モ ジネ - ト
ほ1.3krprrLで3分間遠心した後, 上晴 を300plのJ W Etで抽出する . 有機層を除
い て凍層 にK2C O,を加え, 飽和 させ る ･ この塩基性の溶液を30叫 の AcOEtで
2回抽出する . 有機層を集め て遼心 エ バ ボ レ ー タ - (Saku m aEC57C)で 乾固 し
,ア ル カ ロ イ ド蘭分を得る . Tr opa n e alkaloidはN,0-bis紳 m ethylsilyl)aeetami deで
処理 した後, spartein eを内部標準としてG C(2% OV 17,2m ,250℃)により分析
した ･ S･ tube m s u mの ア ル カ ロ イ ドは n Cプレ ー ト(K ie slge160 F2,., 0･25m m ,
M erk)を用 い てAcOH :Eton(1:3)で展開した後, 放 age ndo庶試薬97)で発色させ
て分析 した .
N. ねba c u mからの アル カ ロ イ ドの抽出は次の ように行っ た . 形質転換体組
織ある い は培地約o.2gに300LLl の0.1NⅠiClと内部標準として3qlgの4- m :thyhui-
n olin eを加え, 破砕する . ホ モ ジネ - トを遠心後, 上清を300L11 のAcO放 で抽
出する . 有機層を除き, 永層 にK2C O,を加え, 飽和させ る ･ こ の 塩基性の溶
液を30qLl のAcatで2回抽出する . 集めた有機層にa ceto 捉 に溶解した1(旅 AcCH
を30Lilカロえ, 溶液を酸性にする . こ の 溶液を減圧乾固する . N. taba m mの ア
ル カ ロ イ ド画分はG C- MS(Shim a z uG C- MSQPl(X氾,2 % OV17,2m ,250C
o
)に よ
り同定し, G Cに より4- m rthyiquin olin eを内部標準として定量 した ･
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,qgrobacte r)
'
u mと プ ラ ス ミ ド
ミ ニ Tiプラ ス ミ ドであ るpGS Glu cl(PlantGe n eticSyste m, 伽 nt, Belgiu m)は
T 配･と2プ ロ モ ー タ ー の 制御をうける キ メ ラ のg防 とn の を含ん で い る .
- 九
p斑121(Clo rE'虹 h-T呼 OtX')で は刀e Oとguが それぞれN(満プ ロ モ
- タ - と払 M Ⅵ5S
プロ モ ー タ ー の 制御を受けて い る(Fig. 12b).
こ れ らの プラ ス ミ ドをpR K 2013を ヘ ル パ
ー プラ ス ミ ドと して用 い るtripa r-
e ntalm ati唱法98)に よ っ てagr opi掛 tyPeの 野生型Riプラ ス ミ ドであ るpRi15834を
も つAgr 地 政血 mddz oge ne s(Rip)に導入した. 感艶の前にJA 伽 ぬ m はminimal
Aの 液体培地で28℃ , 2日間培養する .
形質転換と組織培養
表面殺菌した種子から育て たD .pu rpure aおよ び
＋
A. belladbn n aの 鯉蘭植物体
はA l培地で維持す る . こ の無菌植物の発から1c mxlcm の乗切片 (リ - フ ディ
ス ク)を作成し, DeBbckらの方法88)に よ っ てAgTDbackriu mと共存増勢する .
但し, 本研究で は培地 に植物ホル モ ンを添加しなかっ た. 感触から2 - 3過後 ,
h airyr 00tが形成される . そめhairyr o otを200mg^ のClafo r an¢(Ho e chst)を添加し
たB5培地で2週間おきに新■し い 培地 に換えて培養する . Claf m ⑳ ほ3 - 4回 の
継代後除く.
形 質転換体中の opin e類 の 検出
Ag氾Pin eおよびm a n n甲in eほ組織の抽出液を高圧過放電気泳動の後, 銀漁色
に よ っ て検出した (第 一 部 ･ 第三草参照) .
植 物組織 か ら の D N A抽出
1.5-3.Ogの 形質転換hdryr o otからDellapo rtaら の方法99)によ っ てD N Aを抽出
した . 抽出したDNAほ さら にQ払GENtube20⑳(Q払 GE Nhc., C A,U S A)で精
製した .
サ ザ ン ハ イ プリタイ ゼ - シ ョ ン
形質転換体から抽出したD N AをEc9RVで 断如ヒし, 0･7% agar o s egelで電
気泳動して分離し, Hybord-N@(Amersha m)にトラ ンス プ ロ ッ トした . こ の フィ
8 0
ルタ ー を Ra ndo mPrim erDNAラ ペ リ ン グキ ッ ト◎CrA 乾A R A)を用 い て【α -a2P]
dC TP で ラベ ル したプロ - プと ハ イ プリ ダイ ズさせ た . フ ィ ル タ ー の 最後の
洗静は0.1xSS C(0.15 M NaCl,0.015 M 由sdi田m Citr ate)で65℃ にて行 い , オ ー ト
ラ ジオ グラ フ イ - を行 っ た .
Gu S活性とN P T-‖活性の測定
形質転換体組織を, 抽出用親衛執5 触 M 伽軸 s¢1y血) xymdhy物mhorrx)血 n e)-
HCl(pH6.8), 2% 2- m erc aptoetba n ol)申で破砕してタ ン パ ク を抽出した . G U S
お よ びNPT-Ⅰ活性 の 測定ほ同 - の タ ン パ ク液を用 い て測定した. G U S活性ほ
Jeffe r s o nらの 方法78)により子 4- m ethylu mbenifeF O n eβ瑠1uc u ronideを基質と した
ときの4- m ethylu mbell漁ron8の生成を蛍光法に よ っ て測定した . NP T-Ⅰ王陪性は
タ ン パ ク をpolya c rylami血gel曜免泳動で分離した後, [7-32P]ATP存在下で のKrn
の リ ン酸化を ,血 s血 で の オ - トラ ジ身 グラ フ イ - を行い ヂ ン シ トメ ー タ -
で定盤した .
E uSA法に よ る強心配糖体の 分析
D.pu TPW e aの 形質転換hairyro o沖 の強心配糖体を, E u SA法(e nzymelinked
irrm o r n s (血e nt拓S ay)によ っ て定慶した . 国立衛生試験所 にて伸成されたdigo xin
に対する ポリ タ ロ - ナ ル抗体(RÅD#8703)を伺 い た. こ の抗体は, E u SAにお
い てdigito xinに対 してもdigoxinの45 %の抗原結合能を示す . 新鮮な植物親織
100-200mgを マ イ ク ロ チ 31
- プ内で破砕し, 18,000gで2分間遠心した後, 上
滑を分析に用 い た. 定慶はdigitoxinの検盈線を作成して行っ た .
81
第 二 部 B 第 三 章 に 関する 実験
形質転換と組織培東
N . ta払c L m C V. P曲 Ha Ⅷ aSR.1 の無寿化したJA.tupTWfa cie n s(pGV 226&,pGSGlu cl)
に よ る形質転換ほD占別o ckらの 方法88)に よ っ て行 っ た ｡ また , hairyr o otを誘
導するA. rhiz oge nes(pRi15834;pG S Glu cl)とN. taba c u mの リ
ー フ ァ イ ス ク を共
存培養する こ とに よ っ て形質転換を行 っ た . 得 られ たhairyr o o線50mgnの Km
を含む培地 で培養し, 監m 耐性の 緑色カ)I,ス を誘導した . こ の カ ル ス か ら再
生個体を得, A l培地で植物体を育成した ｡
G. u r ale n si の 形質転換は,A. tu m efa cie n s(pRi15834;pG S Glu cl)を つ けた針で
発芽体の肱軸を ス ク ラ ッ チする こ と により行 っ た . D .pu TPW e a,A. bellad) n n a
の形質転換に つ い て は第二部 ･ 第 一 車, 第二車で述 べ た通りである .
G US の組織化学的活性染色
Je批r sonらの 方法78)の 改良法に よりに よ り形質転換体の組織化学的解析を
行 っ た . 植物材料は剃刀 で薄 い切片に し, 0.5mg^ の5一 枚o m o-4-dl o ro-3-inddyl-
β-D - gluc u ronide(Ⅹ - glu c,Sigm a)を含む100mM Na-pho sphatebuffer(pH73)に没
し, 37℃ , 暗所 に て2時間反応させ る ｡ 反応後, 切片を100m M Na-pho sphate
buffe rで すすぎ, 1% glutal aldehydeを含むNかPhosphatebufferで 固定 した ･ 切
片を再びNa-pho sphatebuffe rで すすい だ後, ス ライ ドグラ ス に載せ, glyc e rin
を加えて溶かしたgelatinで封入し, 観察した .
傷害と植物 生長調節物質の 漆加 によるT R2･ -gu s, T Rl･ - n e oの 発 現誘 導
N. taba c u mはA. tu m efa cie n s(pG V2260;pG S Glu cl)に よ る形質転換体(ク ロ
ー
ンT 415
,
T405)お よ びA. rhiz oge n e s(pRi15834;pG SGlucl)に よ る形質転換体(ク
ロ ー ンRO12, ROO5)の 再生体 の菓並びに根を実験に用 い た . G･ w ale n sisはA･
rhiz oge n e sbRi15834;pGS G hE:1)によ る形質転換h airyro ot(ク ロ
ー ン8-5
,
8-8)を ,
D .pu rp w e aはA. rhizogen es(pRi15834;pGS Glu cl)に よ る形質転換hairyr o ot(ク ロ
ー ンG21)を実験 に用 い た .
これ らの植物組織を切り出して傷害を与え, B5液体培地 で24時間及び48時
間培養した . さらに同様の培地に2,4-dichlorophe n o xya c edc a cid(2,4- D, W ako),
ben zylamin opurin e(B A P,Sigm a),gibber elhc a cid(GA,Sigm a, A3 90 %),(士)-Gis-tr a n s
abcisic a cid(A BA,Siga m a),2-chlor o ethylphosphoric a cid(ethepho n,Sigm a)をそれぞ
れ10mgA添加した培地 にて形質転換体組織を培養した ･ コ ン ト ロ
ー ル と して
切り出し後慮 ちに -70℃で凍結した組織を用 いた. それ ぞれ の 組織 につ い て ,
G U S活性並び にN p T-ⅠⅠ活性を測定した(第二部 ･ 第 一 章, 第二章参照).
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Agr oba c紬r音u mと プラ ス ミ ド
ミ ニ Tiプラ ス ミ ドpA R K5 はb盈g過信予がCaM V35Sプ ロ モ - タ - の 支配下 に
おかれ ､ 他 に選択 マ ー カ - としてDe OがN OSプロ モ ー タ - の 支配下 におか れ
て い るpBI121(第ニ部 ･ 第 - 車, 第ニ 単参照)の誘導体である(Fig. 22). こ の
pA RK5をtdparental m ating方 に よ っ てA. rhizoge 搾e S(pRi15834)に導入し, A.
rhizoge n es(pRi15834;pA R K5)を得 た .
形 質転換と個体再生
A. bellado n n n aの リ - フ ァ イ ス クをA. rhiz oge n e s(p鼠i15834;bA R濫5)と共存培
養する こ とにより形質転換を行 っ た(節ニ部 ･ 第 - 準参照). リ ー フ ディ ス ク
に形成さ れ たhakyr o otを切り出し､ 5mgnのbialapho sと200mgnのClafo r a n@を
含むB5培地 に贋床して, 生 長を続ける タ ロ - ンを選抜した . (同培地で は
pRi15834 によ るhairyr o otほ生長を停止する . )選抜されたbial呼ho s耐性のha汝y
r o otを0.8 %agarを食むB5培地 に て培養し, 約4カ月後 にbairyr00 tからsho otが
形成された . こ れ らのsho o沌 切り出してA l培地(o.8 %agar)に移 し, 根を形
成させた . 次に滅菌したバ ー ミ キ ュ ライ トを加えたAl培地 に植え付仇 地上
部が十分 に展開した後に鉢上げした ｡
P A T活性 の 分析
M .工ねBiockら の方法88)に よ っ てPA T活性を分析した . 但 し抽出用緩循放 と
して2m M EI)TAを含む50m M Tris- HClを伺 い た . ネガ ティ ブ コ ン ト ロ - ル と
してpRi15834 に よるA.bellado m aのhairyr o otを用 い た . ポジテ ィ ブ コ ン ト ロ
ー ル に はS.hygros c opicu sのP ÅT酵素をネガティ ブ コ ン トロ ー ル に加えたも の
を用 い た . (pA R K5,bialapho s並 びにS. hygr o s c opic u s由来のP A Tほ明治製薬
安西弘行博士からの 譲与晶である .)
N P T- H活性 の 測定
第二部 ･ 第 一 草 と同様に行 っ た.
除草剤耐性
100ml の1% Bast㌔(H 00 chst)を形質転換体の菓に塗布した .
して形質転換されて い な いA. bellado n n aの 植物体を用 い た .
のPPTの ア ン モ ニ ウ ム塩 を含有する製剤である .
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コ ン トロ ー )I/ と
Ba sta@は200mgA
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